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RESUMO

Rastreio de dirofilariose e de leishmaniose em gatos da Area Metropolitana de Lisboa

A dirofilariose e a leishmaniose sdo duas doencas parasitarias transmitidas por vectores e
sdo zoonoses emergentes. Na Area Metropolitana de Lisboa, os cdes sdo os principais
hospedeiros de Dirofilaria immitis e de Leishmania infantum, porém, a importancia destes
parasitas na populacao felina € pouco conhecida. O gato parece ser um bom hospedeiro de
Leishmania infantum mas nao de Dirofilaria immitis.

Nesta dissertacdo, foram compilados todos os 49 casos clinicos conhecidos de
leishmaniose felina e foi efectuada a analise dos estudos epidemiolégicos destas duas
doencas. Foi, ainda, efectuado um rastreio de dirofilariose e de leishmaniose felinas. A
amostra foi constituida por 70 gatos provenientes da Area Metropolitana de Lisboa que se
apresentaram a consulta no Hospital Veterinario do Restelo.

Utilizando o teste para a deteccdo de antigénios Witness® Dirofilaria, a prevaléncia obtida foi
de 1,43% (1/70 gatos). Nao foram observadas microfilarias no exame de sangue a fresco
nem com a técnica de Knott modificada. O rastreio efectuado veio documentar, pela primeira
vez, a existéncia de infecgdo felina por Dirofilaria immitis na Area Metropolitana de Lisboa.
Nenhum dos 70 gatos apresentou anticorpos anti-Leishmania infantum utilizando a técnica
de imunofluorescéncia indirecta. Os resultados foram discutidos.

A dirofilariose e a leishmaniose felinas devem ser incluidas nas listas de diagnésticos
diferenciais das doencas de gatos provenientes da Area Metropolitana de Lisboa. Os
proprietarios devem ser alertados para o risco de infecgdo dos gatos por ambos os
parasitas, devendo ser tomadas medidas de profilaxia com vista a salvaguardar a Saude

Animal e a Saude Publica.

Palavras-chave: gato, Dirofilaria immitis, Leishmania infantum, dirofilariose, leishmaniose,

Area Metropolitana de Lisboa, rastreio



ABSTRACT

Survey of cats from the Metropolitan Area of Lisbon for dirofilariosis and leishmaniosis

Dirofilariosis and leishmaniosis are two vector-borne parasitic diseases and emergent
zoonosis. In Metropolitan Area of Lisbon, dogs are the main hosts for Dirofilaria immitis and
Leishmania infantum. However, the importance of these parasits among the feline population
is not well known. Cat seems to be a good host for Leishmania infantum but not for Dirofilaria
immitis.

This dissertation contains a compilation of the 49 reported cases of feline leishmaniosis and
an analysis of the epidemiological studies of both diseases.

A survey for feline dirofilariosis and leishmaniosis was carried on 70 cats from Metropolitan
Area of Lisbon assisted at the Veterinary Hospital of Restelo.

Using Witness® Dirofilaria antigen test kits, the prevalence obtained was 1.43% (1/70 cats).
None microfilaria was found neither on direct smears nor with Knott's Modified Test. This
survey documented, for the first time, the existence of feline dirofilariosis in Metropolitan Area
of Lisbon. None of these cats showed anti-Leishmania infantum antibodies using indirect
immunofluorescence test. These results were discussed.

In Metropolitan Area of Lisbon feline dirofilariosis and leishmaniosis should be added to the
differential diagnosis list for cat’'s diseases. The owners should be warned of cats infection
risk for both parasits. Prophylactic measures should be taken to defend Animal and Public
Health.

Keywords: cat, Dirofilaria immitis, Leishmania infantum, dirofilariosis, leishmaniosis,

Metropolitan Area of Lisbon, survey



Tudo que existe existe talvez porque outra coisa existe.

Nada é, tudo coexiste.

Fernando Pessoa, Livro do Desassossego

Vi



indice geral

INTFOAUGED .o 1
I. Descricdo das actividades efectuadas no estagio curricular ............ccccccvvvveeeeennnnnns 2
1. Casuistica observada na area CliNICA ..........oocueiiiiiiiie e 2
2. Casuistica observada na area CirlrgiCa..........cceuieeiiiiiiiiiiiiie e 3
3. Meios complementares de diagndstico observados ..o 3
II. Monografia sobre dirofilariose felina (DFel) e leishmaniose felina (LFel) ................ 4
LA, Dirofilariose felina.......cooooo i, 4
1. BHOPAIOGENIA ..o 4
1.1.  Taxonomia e referéncia histOriCa. .........cccccevviiiiiiiiiiiei e 4
1.2.  Morfologia e fisiologia dO Parasita.............eeeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiie e —————— 4
1.3. O endossimbionte WoIbacChia ...............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 5
1.4.  Ciclo biolOgiCO dO PAraSIta..........c.uuviiiiiieeiiiiie e 5
1.4.1. Caracteristicas dos hospedeiros invertebrados ............ccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 5
1.4.2. O parasita no hospedeiro invertebrado ..., 7
1.4.3. D. immitis no hospedeiro vertebrado................euviiiiiiiiiiiiiiiiiiees 7
1.4.3.1. MiCrofilar€émia .........ccooiiiiiieiieee e 9
1.4.3.2. MigragOes EITALICAS .....cccoeeiieeiieeee e 10
2. Prevaléncia e incidéncia clinica de dirofilariose felina.............ccccoooee 10
2.1. Distribuicao geografica e endemicidade da infecgao por D. immitis em gatos.....11
2.2. Factores de susceptibilidade dos gatos a infec¢ao por D. immitis ....................... 11
2.2.1. Factores intrinsecos: o sexo, a idade, a raga e o tamanho da pelagem....... 11
2.2.2. Factores extrinsecos: o0 modo de vida, o ambiente e as doencas
Foo] g TeTe] o g1 £= 1 1 (=PSRN 11
2.2.2.1. Aimportancia do clima na transmissao de dirofilariose felina.................. 12
3. Resposta imuUNitaria..........cooe i 12
3.1. Diminuicdo da imunidade do hospedeiro mediada por D. immitis........................ 13
3.2. Importancia de Wolbachia na resposta imunitaria do gato...........ccccevvvvvveeeneennnn. 14
4. Patogenia e sinais clinicos de dirofilariose felina.............ccccccceiiiiiiic e, 14
4.1. Fase 1 — Dirofilariose larvar pulmonar................ccovviiiiiiiiiieiiieiieeieeeeieeeererereeeee. 15
4.2. Fase 2 — Doencga associada a morte das dirofilarias adultas ............................... 16
4.3. Doenca respiratoria cronica apés a eliminagao de D. immitiS..........ccevvvvveeeveenneee. 18
5. DIAGNOSTICO ...ttt e e e e 18
5.1.  Anamnese € €Xame fiISICO .......uuuuiiiiiiiei i 18
511, SINAIS CrONICOS .. ..eeiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e s e eeeeeeas 18
5.1.2.  SINAIS @QUAOS ......cuiiiiiiiiiie et 19
5.1.3. Diagnodsticos diferenCiaiS...........cceeeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiieriierrere .. 19
5.2. Diagnéstico laboratorial ..............ccoo 20
5.2.1. Alteragdes hematoldgicas e bioquimiCas ..........ccovvvvieeiieiiiiiiiieiiieiiieeeeeeeeeeeee, 20
5.2.2. Testes para a deteccao de microfilarias............cooovvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 20
B5.2.3.  SErOI0QIA .cooeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee et —————————————————————————————————————————— 21
5.2.3.1. Testes para a deteccao de antigénios de D. immitiS .............cvvvvvvervvrennnnns 21
5.2.3.2. Testes para a deteccdo de anticorpos anti-D. immitis em gatos............... 22
LSTC TN BT -To [ Vo251 1 oTo 10 0 F=To [ To] (oo | oo IS 23
5.3.1.  Radiografia tOraciCa...........ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee et ——————— 23
5.3.2.  ECOCArdiografid...........eeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
5.3.3.  Angiografia NA0-SelECtiVa .............coiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 26
Lo S =Yo7 o o 1= - TS 26
B.  TralAmMENTO... . aaaeeaaaa 26
6.1.  Tratamento MEICO........cooiiiiiii e e e e e e e eeees 26
6.1.1.  Tratamento sintomatico de SUPOrte..........coovviiiii i 26
6.1.2.  Tratamento adulliCida...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
6.1.3. Tratamento microfilariCida ...........oooeiiiiiiiiiiiiiiii e 28
6.1.4. Tratamento anti-Wolbachia ... 28
LI U =1 = g 1= o) (o T U oo o S 29
7.  Seguimento dos gatos iNfectados.........oueuiiiiiiiiii 30



TR o (o) 1172 ) = [T 30

8.1. Aimportancia dos testes serologicos antes da profilaxia ............cccceeeeeeeieennn. 31
8.2. Farmacos utilizados para a profilaxia da dirofilariose felina ................................ 31
8.2.1. IVermecting ..o 32
8.2.2.  Milbemicina OXiMa .........cooiiiiiiiiii 32
8.2.3. SelameECHiNG ...covveei i 32
8.2. 4.  MOXIAECHNG....cuutii e 33
9. Controlo dos hospedeiros iNtermMediarios..........cccccieeiiiiiiiiiiiiiiece e, 33
(T =AV7o] [UTo7= o N F= W (o= o Vo= PP 33
11.  Epidemiologia da dirofilariose felina ... 34
11.1. Prevaléncias obtidas nos estudos epidemioldgicos..........ccccuvviiiiiieriiiiiiiiieee e, 34
11.2. Dirofilariose canina e felina em Portugal ................ccoooiiiiiiieeee 35
12.  Importancia em Saude Publica do gato como hospedeiro de D. immitis ................ 36
13.  Perspectivas futuras para o tratamento e a profilaxia da dirofilariose felina ........... 37
I1.B. Leishmaniose felina (LFEI) ...t e e e e e e eneens 38
1. EBHOPAIOGENIA ... 38
1.1.  Os agentes etiol6gicos: LeISNMAaNIa SPP. ....uvvrrriiieiiiiiiiiiiiieee e e 38
1.2. Zimodemes de Leishmania encontrados na espécie felina................................. 39
1.3.  Morfologia de Leishmania..............cccooovviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
1.4.  Ciclo biol0giCO de LEISNMANIA .......eeviiiiiiiiiiiiiiiie e 39
1.4.1. Caracteristicas dos hospedeiros invertebrados............cccccvvviiviiiiiiiiiiiiininnn, 39
1.4.1.1. Desenvolvimento de Leishmania no hospedeiro invertebrado ................. 40
1.4.2. Hospedeiro vertebrado ............uueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeee e 40
1.4.2.1. Desenvolvimento de Leishmania no hospedeiro vertebrado .................... 41
1.4.3. Formas de transmissédo independentes do vector flebotomineo................... 41
2. Factores de viruléncia de Leishmania............ccccoee e 43
2.1, Glicoproteina B3........coooiiiiieeeee e 43
2.2, LipofosfogliCano ...........ooooiiiiiiiiiii e 43
3. ReSPOSta IMUNITATIA ... 43
4. Estudo dos casos clinicos de leishmaniose felina ...........cccooeeeeiei e, 44
4.1. Prevaléncia e incidéncia clinica de leishmaniose felina ............cccccceeeiviiiiineeen. 44
4.2. Distribuicao geografica dos casos clinicos de leishmaniose felina...................... 45
4.3. Susceptibilidade dos gatos a infeccao por Leishmania spp. ....cccovvvvvvvviieveennenn. 45
4.3.1. Factores intrinsecos: o sexo, a idade, a raga e o tamanho da pelagem ...... 45
4.3.2. Factores extrinsecos: o0 modo de vida, o ambiente e as doengas
(olo] g [oTe] 4 g1 F=1 0] (=1 S 46
4.4. Disseminagéo visceral da infecgdo por Leishmania em gatos ...............ccooeeeee. 46
4.5. Sinais clinicos de leishmaniose felina..........cccccooiiiiiiiiiiiiiee e 46
4.5.1. LeSOES CULANEAS......uuuiiiiiiieeiiiie ittt e e e e eeeeas 46
4.5.1.1. Localizagao das 1eS0ES CUTANEAS ........cccciiiiiiiiiiiiieiie e 46
4.5.1.2. Tipos de lesdes cutdneas observadas..............ccccccvvviieiiieeiiiiiiiice e, 47
4.5.2.  SiNAIS OCUIAIES .......eeiiiiiiiiie et e e e e e e eee s 48
4.5.3.  SINAIS GEIAIS ..eeiiiiiiiiiiiete ettt a e 48
4.6. Diagnostico laboratorial de leishmaniose felina............cccoooviiiiii 48
4.6.1. Alteragdes hematoldgicas € bioquIMICas ..........cccevvveiiiiiiiieeeceeeice e 48
4.6.2. Métodos de diagnOStiCO.......uuvuviiiiiiiiiiiiiiiiiii e ——————— 49
4.6.2.1. Métodos parasitolégicos directos: histopatologia e citopatologia ............. 49
4.6.2.2. Isolamento de Leishmania in vitro — cultura...........ccooooeeeiiiin . 49
4.6.2.3. TéCNICas MOIECUIAIES ..........cooiiiiiiiiiiiiee e 50
4.6.2.4. TECNICAS SErOlOQICAS. ... .uuieiiiiiiiiiiiii ittt 51
a) Técnica da imunofluorescéncia indirecta (IF1).........ccccceeiiiiiiiiii e 52
b) “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” (ELISA)........cccccvvvvviviviniinniinnnennn, 52
c¢) Outros métodos utilizados no diagndstico de leishmaniose felina................ 52
4.7. Tratamento e evolugdo do estado clinico dos animais com leishmaniose felina. 52
4.7.1. Moléculas activas sobre as leishmanias.............ccccccvieiiiiiiiiiiiiniiiiieees 52
4.7.2. Evolucao do estado clinico dos animais com leishmaniose felina................ 53
4.7.2.1. Gatos nao tratados com farmacos anti-Leishmania.....................ooeeeeen. 53

viii



4.7.2.2. Gatos em que foi efectuada a exerése do tecido cutaneo lesionado....... 53

4.7.2.3. Gatos tratados contra a leishmaniose .............ccccveeeeiiiiiiiiiiiiiieeee e 53
5. Profilaxia......cccoo oo 54
5.1, CoNtrolo dOS VECIOTES......ceeeiiieiieieiee ettt e e e e e e et e e e e e e e e annns 54
5.2. Perspectivas futuras para o tratamento e a profilaxia da leishmaniose felina...... 54
6. Epidemiologia da leishmaniose felina...........cccccciiiiiiii e 55

6.1. Prevaléncias obtidas pelos métodos parasitoldgicos directos: histopatologia e
o7 (o] 0= 1 o] (oo | - 1 55
6.2. Prevaléncias obtidas pelos métodos moleculares...........cccevvvvciiiiiiiiieeiicceee e, 55
6.3. Prevaléncias obtidas pelos diferentes métodos seroldgicos ..........ccccceeeriiiinnnnnn. 55
6.4. Resultados importantes obtidos através dos estudos epidemioldgicos ............... 56
6.4.1.  Susceptibilidade dos gatos a infec¢édo por Leishmania.........cccccceevevvveeeeenene. 56
6.4.1.1. Factores iNtriNSECOS ......uuuiiececcceee et 56
6.4.1.2. Factores eXtriNSECOS ... 56
6.5. Conclusbes obtidas a partir dos estudos epidemioldgicos..............ccceevvvvevieennn. 56
7. Contributo dos estudos experimentais na compreensao da leishmaniose felina ....... 57
7.1. Experiéncias de inoculagdo com Leishmania em gatos.........c.ocvveevvieiiiiiiiiineenneee. 57
7.1.1.  Experiéncia de Anjili & GithUIe .........ooiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 57
7.1.2. Experiéncia de Kirckpatrick et al. ...........oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee s 57
7.1.3. Experiéncia de Simdes-Mattos et al. ...........oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiies 58

7.2. Inoculagdo de isolados de leishmanias de origem felina em
aNimMais de 1aDOratOrio .........ueiiiiiie e 58
7.3. Infeccao experimental de invertebrados a partir de gatos com LFel.................... 59
7.4. Futuros estudos experimentais...........cooo i 59
8. Leishmaniose em Portugal ...........ccooi i e 60
8.1. Leishmaniose felina em Portugal..............ccuuiiiiiiiiiiii e 60
8.1.1.  Casos clinicos de leishmaniose felina em Portugal ...............cccciiiiieeeinn. 60
8.1.2. Estudos epidemiolégicos de leishmaniose felina em Portugail...................... 61
9. Leishmaniose felina e a importancia das co-infecgbes por FIV e FelLV ................... 62
10. A leishmaniose felina e o papel epidemiol6gico do gato ..........ccecueviiiiiiiieiiiiiiiiiieee, 63
10.1. Atractividade dos gatos para os flebotomineos..............eevvvviviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiians 63
10.2. O gato como hospedeiro reservatério de Leishmania..........ccoeeevveeeeeeviiiiieeeeennnnee. 64

Ill. Rastreio de dirofilariose e de leishmaniose em gatos da Area Metropolitana de
LISI0@ (AML) .o e e e e e e e e e e 66
LR O o] 1= 3 (Ao TSP PPRPPPRRPP 66
2. Material € MEIOUOS ......ooeiiiiiiiiiiieeee e e e as 66
2.1, Area geografica do @StUAO. ..........ccveveveuceieeeeeeceeee et 66
2.1.1. O clima da Area Metropolitana de Lisboa ............cccovoieeeeoeeeiieeeeeeeeeeeeen. 67
2.2. Caracterizagdo da amOStra.........coooeiieiiiiee e 68
2.21.  Sexo dos gatos da @amoOStra...........eeeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 68
2.2.2. |dade dos gatos da @amoOStra...........ceeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 68
2.2.3. Racga dos gatos da amostra........cccooviiiiiiiiiiiii e 68
2.2.4. Origem dos gatos da amoOStra ..........ccooiiiiiiiiiiiiiie e 68
2.2.5. Motivo de apresentagao a consulta segundo a area clinica..............ccccu...... 69
2.2.6. Infeccbes por FIV, FelLV e Virus da Peritonite Infecciosa Felina (PIF)..... 69
2.2.7. Habitat e contacto com outros animais .................eeeeumemmmeimmiiiees 70
2.3.  Anamnese € eXame fiSICO ........covviiiiiiiiii 70
2.4. Colheita e processamento do sangue periférico ...........ccccc 71
2.4.1. Técnicas para a detecgao de D. immItiS..........ccceeiiiiiiiiiiiiiieiiiee e, 71
2.4.1.1. Exame de sangue a fresco para a detecgao de microfilarias........................ 71
2.4.1.2. Técnica de Knott modificada para a detec¢ao de microfilarias .................... 72

2.4.1.3. Pesquisa de antigénios de D. immitis (kit Witness® Dirofilaria, Synbiotics
EUrope, LYON, FranGa) ...cccocoe oot 72
2.4.1.3.1. Sensibilidade e especificidade do teste Witness® Dirofilaria ................. 73

24.2. Pesquisa de anticorpos anti-L. infantum pela técnica da
imunofluorescéncia indirecta (IFI)...........ccco 73
2.4.2.1. Limiar de positividade paraatécnicada IF|.........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienn, 74

IX



R TR o U= Y10 | r=To [0 1= TN 75

3.1. Rastreio de dirofilariose em 70 gatos da AML .........ccoooiiiiiiiiiiiii e, 75
3.1.1.  Resultados obtidos na anamnese e no exame fisiCo .............ceeeeveeiennnn, 75
3.1.2. Resultados obtidos na pesquisa de microfilarias pelo exame de sangue a
fresco e pela técnica de Knott modificada ...............evvviiiiiiiiiiiiiiiiiis 75

3.1.3. Resultados obtidos na pesquisa de antigénios de fémeas adultas de
D. immitis utilizando um teste comercial de imunomigracdo rapida (Witness®

Dirofilaria) .....ccoooeeeee e 75

3.2. Rastreio de leishmaniose por L. infantum em 70 gatos da AML ........................ 76
3.2.1. Resultados obtidos na anamnese e no exame fisSiCO ............cooeii. 76

3.2.2. Resultados obtidos pela técnica da imunofluorescéncia indirecta (IFI)........ 77

4. DISCUSSA0. .. .cceiieeii e 77
4.1. Rastreio de dirofilariose por D. immitis em 70 gatos da AML ..........ccccceeviiiiinnnen. 77
4.2. Rastreio de leishmaniose por L. infantum em 70 gatos da AML .............ccceeeee. 82

SR O] o Tor 11T o= PP 85
Bibliografia ..o, 86



Tabela 1
Tabela 2
Tabela 3
Tabela 4
Tabela 5
Tabela 6
Tabela 7

Tabela 8

Grafico 1
Gréafico 2
Grafico 3
Grafico 4
Grafico 5

indice de tabelas

Frequéncia relativa dos animais observados nas consultas por espécie.......... 2
Frequéncia relativa das consultas observadas por especialidade..................... 2
Frequéncia relativa das consultas de tratamento e reavaliagao ....................... 3
Frequéncia relativa das pequenas Cirurgias.........cccocccooaaoaeareaaeeaeeeeeeeeeeeeee s 3
Frequéncia relativa das cirurgias de tecidos moles.........ccccccvceeeeeierieeeiiiiceeeenen, 3

Frequéncia relativa dos meios complementares de diagnostico observados ...3
Espécies de Leishmania identificadas até 2009 e responsaveis por casos

Lo L= I = SRR 38
Distribuicdo geografica dos casos clinicos de LFel........ccccoeeieiiiiiiiiiiiiiiii 45

indice de gréficos

Percentagem de animais da amostra pOr SEXO0 ............uueuueeimmiiiniinmiinnniiininnnnnnnd 68
Percentagem de animais da amostra por raga..........ccooeevveeevviiiiieeeeeeeenviceee e, 68
Area clinica do motivo de apresentacao @ consSulta ............cccoeoveeoveeeeeeeennn. 69
Habitat dos animais da amostra ... 70
Contacto COmM OULrOS @niMaiS ........uviiiiiieeiiiiiiiiie e e e e 70

Xi



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11

Figura 12
Figura 13

Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19

Figura 20
Figura 21

Figura 22
Figura 23
Figura 24
Figura 25

Figura 26
Figura 27

indice de figuras

Ciclo biologico de D. IMMILIS.........oeiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeieeeeeeereeererererrrerrrerrrrr ... 9
Mapa com os paises onde foram documentadas infecgdes por D. immitis em

L6 L= 10 3 10
Preparagdes histopatoldgicas das arteriolas pulmonares, alvéolos e broquiolos
de gatos experimentalmente infectados e submetidos a profilaxia,a tratamento
larvicida contra L5 e gatos nao tratados infectados por adultos..............cccuuueeeee. 17
Radiografia toracica dorsoventral de um gato com DFel ...........ccccooiiiiiiiieniiinnns 24
Ecocardiografia de um gato com um adulto de D. immitis na artéria pulmonar....25
Angiograma nao-selectivo lateral de um gato com DFel..........cccooooivviiiiiiicnnnnn. 25
FOrCEPS @ligAtOr.. ... e 29

Férceps de preensado eNdOSCOPICA ......ccevvvuiiiiiiiiiiiiiiie et 29
Catéter de recolha tipO CESIO.....oiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee et 29
Catéter de 1agco peSCOGO UE GANSO ....cvvivviiiiiiiiiiieiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeasesersenneennne 29

Mapa contendo a compilagcdo dos dados de varios autores sobre as
prevaléncias de dirofilariose canina em Portugal ........................., 36
Ciclo biologico de Leishmania...........ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieeieeeeeeevvevvsesveseasearesenneennne, 42
Mapa de distribuicdo dos casos mundiais de LFel documentados e dos estudos

epidemiologicos de LFel na regido mediterranica até 2009............ccccooeeevevevinnnenn. 44
Lesao ulcerosa de um gato com leishmaniose felina.....................c.co 47
Lesdo nodular de um gato com LFel ... 47

Pustulas e crostas do interior do pavilh&o auricular de um gato com LFel ........... 47
Crostas, pustulas, despigmentacao e eritema da trufa de um gato com LFel ...... 47
Dermatite ulcerativa periocular.............cccoe e, 47

Uveite e coagulo de fibrina dentro da camara anterior dos olhos de um gato

o7 ] 0 TN 10 = 47
Formas amastigotas de Leishmania chagasi...........cccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 49
Mapa contendo a compilacdo de dados de diversos autores sobre a

distribuicdo de leishmaniose canina e felina em Portugal........................cc 62
Mapa com o numero de animais da amostra distribuido pelo concelho de
Lo T4 To =T 1o TP PPETPT PP 69
Fotografia do animal (n.° 9) que apresentou o resultado positivo para o teste
WitN@SS® DIFOfIlANIA ... ..cvcveeeeeeeeeeee ettt en e n e 76
Aspecto do resultado negativo obtido pela técnica de Knott modificada para o
ANIMAI N0 O e e e e e 76
Aspecto do teste Witness® Dirofilaria para o animal n.° 9 (cédigo 012) com
resultado positivo e respectiva repetiCao ...........ceeviiiiiiiiiiiiiiiieece e 76
Aspecto da técnica da IFl do controlo poSitivo ...........eeeiiiiiiiiciieccececee e, 77
Aspecto de um resultado negativo pela técnicada IFI...........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiians 77

Xii



Anexo 1
Anexo 2

Anexo 3
Anexo 4

Anexo 5
Anexo 6
Anexo 7
Anexo 8
Anexo 9

Anexo 10
Anexo 11
Anexo 12
Anexo 13
Anexo 13.a
Anexo 13.b
Anexo 13.c
Anexo 13.d
Anexo 13.e
Anexo 13.f
Anexo 13.g
Anexo 13.h
Anexo 13.i
Anexo 13.]
Anexo 13.1
Anexo 13.m
Anexo 13.n
Anexo 13.0
Anexo 13.p
Anexo 13.q
Anexo 13.r
Anexo 13.s

Anexo 13.t
Anexo 13.u
Anexo 13.v
Anexo 13.x
Anexo 13.z

Anexo 14

Anexo 15
Anexo 16

Anexo 17
Anexo 18

indice de anexos

Estudos epidemioldgicos sobre dirofilariose felina (D. immitis)..................... 114
Estudos epidemioldgicos sobre leishmaniose felina utilizando métodos
parasitol0gicos € MOIECUIAreS .............uvviiiiiiiiiiie e 116
Estudos epidemiologicos sobre leishmaniose felina utilizando métodos
511 o] (oo oo =300 SRS 117
Compilagdo dos 49 casos clinicos de LFel relatados na literatura

cientifica mundial ... 118
Casos clinicos de LFel: doencas e infecgbes concomitantes .................... 120
Casos clinicos de LFel: localizagao e tipo das lesbes cuténeas.................. 121
Casos clinicos de LFel: sinais oculares e sinais gerais.............ccooecvvvveeeenen 122
Casos clinicos de LFel: alteracdes hematoldgicas e bioquimicas ................ 123
Casos clinicos de LFel: exames citopatolégicos/histopatoldgicos e

T=T 0] (oo | = F U PPTR S PPPPPPRRRTTN 124
Casos clinicos de LFel: cultura @ PCR ... 125
Casos clinicos de LFel: xenodiagnOstico ........ccoooevveiiieiiiii 126
Casos clinicos de LFel: tratamento e evolugao.............oeeeeeeeeee 127
Analise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos de LFel................ 128

Distribuicao das idades de diagnéstico da doenga nos animais com LFel .. 128

Incidéncia de LFel a nivel mundial entre as décadas de 1910 a 2000......... 128
Tamanho da pelagem dos gatos com LFel (%)......ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 128
Sexo dos gatos CoOmM LFel (%0) .uuuviiiieiiiiiiiiieeee e 128
Raca dos gatos COmM LFel.........ouueiiiiiiice e 128
Habitat dos gatos com LFel..........coooiii e 128
Co-infecgbes por FIV e por FeLV nos gatos com LFel......................0 129
Outras co-infecgdes dos gatos com LFel.......ccooooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiien 129
Doencgas concomitantes nos gatos com LFel..........oooveiiiiiiiiiiciin e 129
Sinais cutaneos, oculares e gerais nos gatos com LFel .............ccccoviieeen 130
Localizagcao das lesdes cutaneas nos gatos com LFel ..........oovveeiiiinnenn 131
Tipos de lesBes cutaneas nos gatos com LFel ... 131
Tipos de lesdes oculares nos gatos com LFel ..........cccoooiiiiiiiiiiie 132
Sinais gerais dos gatos com LFel ... 132
Alteragdes hematoldgicas relatadas nos gatos com LFel.........ccccccccoeeeeen 133
Alteragdes bioquimicas séricas relatadas nos gatos com LFel..................... 133
Tipos de técnicas seroldgicas utilizadas nos gatos com LFel...................... 133

Tecidos e 6rgaos que foram alvo de exames citoldgicos ou histolégicos
nos casos de LFel
Casos clinicos e estudos epidemiologicos de LFel em que foi utilizada a
técnica da imunofluorescéncia indirecta para a detecgdo de L. infantum

Lo L I o] g = Vo T= U P PUPPPPPPPPPPPS 134
Tecidos utilizados para cultura parasitoldgica de Leishmania
Tecidos utilizados na técnica da PCR (detec¢cdo de ADN de Leishmania)..
Possivel influéncia de tratamento especifico para leishmaniose na
evolucao do estado clinico do animal
Agentes de tratamento etiolégico para leishmaniose e a evolugao do
estado clinico do animal..........ooooiiiiiiiiiiiiiii e 135
Caracterizagdo da amostra do rastreio para dirofilariose e leishmaniose

em 70 gatos da Area Metropolitana de Lisboa
Sinais clinicos compativeis com LFel e DFel dos 70 gatos do rastreio........ 140
Pesquisa de microfilarias e antigénios de Dirofilaria immitis em 70 gatos

da Area Metropolitana de Lisboa
Protocolo do teste Witness® Dirofilaria............coveeeeeeoeeeee e eeee e 143
Técnica da imunoflurescéncia indirecta para a deteccdo de anticorpos
anti-Leishmania infantum em 70 gatos da Area Metropolitana de Lisboa ... 145

Xiii



indice de abreviaturas e simbolos

°C graus Celsius

= igual

> maior ou igual

< menor ou igual

% percentagem

ML microlitro

pm micrometro

Ac anticorpo

ADN Acido desoxirribonucleico

Ag antigénio

ALT Alanina aminotransferase

AML Area Metropolitana de Lisboa

ASDi Antigénios somaticos de adultos de D. immitis

BID duas vezes ao dia

BUN ureia sanguinea (“blood urea nitrogen”)

C3 proteina do complemento C3 (“Complement Component C3”)

cD glicoproteina de superficie de linfécitos e outras células imunitarias (“cluster of
differentiation”)

CR3 receptor de complemento 3 (“Complement Receptor 3”)

DAT teste de aglutinagao directa (“Direct Agglutination Test”)

DCan dirofilariose canina

DFel dirofilariose felina

DHum dirofilariose pulmonar humana

dL decilitro

e.g. por exemplo (exempli gratia)

EUA Estados Unidos da América

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FelLV Virus da Leucemia Felina (“Feline Leukemia Virus”)

FIV Virus da Imunodeficiéncia Felina (“Feline Immunodeficiency Virus”)

GP63 Glicoproteina 63

HVR Hospital Veterinario do Restelo

ID intradérmica

ICAM Molécula de Adeséo Inter-Celular (“Inter-Cellular Adhesion Molecule”)

i.e. isto é (id est)

IFI Imunofluorescéncia indirecta

IFN Interferao

IgG Imunoglobulina G

IHA hemaglutinacéo indirecta

IHMT Instituto de Higiene e Medicina Tropical (Universidade Nova de Lisboa)

IL interleucina

IM intramuscular

IRC insuficiéncia renal crénica

v intravenosa

kg quilograma

km? quilémetros quadrados

Xiv



L1

L2
L3
L4
L5
LCan
LFel
LPG
LVHum
mg
MHC
MIP
mL
mm

nm
PBS

PCAM

PCR

PIF
PO

PSW
QOD

RFLP

rPSW
SC
SID
SPI
Th
TID
TNF
VIH
WB

primeiro estado larvar

segundo estado larvar

terceiro estado larvar

quarto estado larvar

quinto estado larvar

leishmaniose canina

leishmaniose felina

Lipofosfoglicano

leishmaniose visceral humana

miligrama

Complexo Maior de Histocompatibilidade (“Major Histocompatibility Complex”)
Macréfagos Intravasculares Pulmonares

mililitro

milimetros

numero

nanometros

Tampao fosfato-salino (“Phosphate buffered saline”)

Molécula de adesao celular plaquetaria (“Platelet endothelial cell adhesion
molecule”)

Reacgao em cadeia da polimerase (“Polymerase chain reaction”)

Peritonite Infecciosa Felina

via oral

Proteina de Superficie Maior da Wolbachia

dia sim, dia ndo

Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restricdo (“Restriction Fragment
Length Polymorphism”)

forma recombinante da Proteina de Superficie Maior da Wolbachia
subcutaneo

uma vez ao dia

semanas pos-infecgao

células T efectoras (T helper cell)

trés vezes ao dia

Factor de Necrose Tumoral (“tumor necrosis factor”)

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Western Blot

XV






Introducdao

Na finalizagao do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, o autor efectuou um estagio
curricular no Hospital Veterinario do Restelo (HVR), nas areas de clinica e de cirurgia de
animais de companhia, sob a orientacao cientifica da Dr.? Maria Jodo Dinis da Fonseca. Os
objectivos principais deste estagio foram a preparagao do autor para a vida profissional, com
a aplicacao pratica dos conhecimentos adquiridos ao longo do curso, e a realizagdo de um
trabalho pratico cientifico.

O estagio foi efectuado num horario rotativo diario, que abrangeu periodos diurnos,
nocturnos, fins-de-semana e feriados, de modo a possibilitar o acompanhamento de todo o
tipo de situagdes clinicas, incluindo urgéncias. O autor participou nas consultas, nas
cirurgias e no internamento. Nas consultas das varias especialidades, houve o
acompanhamento do clinico veterinario na realizagdo da anamnese, do exame fisico e dos
exames complementares. No internamento, foi possivel acompanhar, monitorizar e
administrar medicagcao a cada animal. No bloco cirargico, o autor acompanhou os pacientes
antes, durante e apds as cirurgias, realizando os exames pré-anestésicos, a monitorizagao
da anestesia, o0 auxilio durante a cirurgia e no recobro desta.

O tema inicial de dissertagéo foi a leishmaniose felina (LFel) tendo sido escolhido com a
ajuda da Dr.? Maria Joao Dinis da Fonseca e da Prof.2 Doutora Isabel Pereira da Fonseca
(Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa). Posteriormente, e
devido a importancia da dirofilariose felina (DFel) noutros paises, esta doenga foi adicionada
como um novo tema de dissertagdo. Tanto a LFel como a DFel s&do doengas parasitarias
zoonoticas transmitidas por vectores de elevada prevaléncia e importadncia na populagéo
canina da Area Metropolitana de Lisboa (AML) estando, no entanto, pouco estudadas na
populacao felina.

A presente dissertacdo encontra-se dividida em trés partes. A primeira parte consiste na
descricdo das actividades efectuadas durante o estagio curricular, que decorreu de 1 de
Setembro de 2008 a 1 de Margo de 2009, e que excedeu largamente as 500 horas previstas
no regulamento. A segunda parte inclui uma monografia sobre a DFel e a LFel. Esta
monografia teve como objectivo principal a actualizagdo e a compilagdo do conhecimento
sobre essas duas doencas, permitindo uma melhor compreensao da sua importancia em
Medicina Veterinaria e em Saude Publica. Para a LFel, doenga em que a informacao é muito
limitada, foram revistos e compilados todos os 49 casos existentes na literatura cientifica
mundial. A terceira parte desta dissertacao corresponde a analise dos resultados obtidos do
rastreio de DFel e de LFel efectuado em 70 gatos da AML, durante o periodo de estagio no
HVR. O objectivo foi determinar, pela primeira vez na AML e em Portugal, a prevaléncia de
infeccdo por Dirofilaria immitis em gatos e confirmar as prevaléncias de exposicao a

Leishmania infantum obtidas em estudos prévios.
1



|. Descri¢do das actividades efectuadas no estagio curricular

1. Casuistica observada na area clinica

De entre os animais que compareceram as consultas (Tabela 1), a espécie canina foi a
que apresentou maior frequéncia relativa (53,5%), seguida da espécie felina (42,8%) e

dos animais exéticos (3,7%).

Tabela 1 — Frequéncia relativa dos animais observados nas consultas por espécie

Caes (Canis lupus familiaris) 53,5% | Tartarugas (Trachemys scripta) 0,3%
Gatos (Felis catus) 42,8% | Caturras (Nymphicus hollandicus) 0,3%
Coelhos (Oryctolagus cuniculus) 1,1% | Iguanas verdes (Iguana iguana) 0,2%
Chinchilas (Chinchilla lanigera) 0,7% | Papagaios (Amazona sp. e P. erithacus) | 0,2%
Hamsters andes (P. sungorus) 0,3% | Piriquitos-comuns (M. undulatus) 0,2%
Porcos-da-india (C. porcellus) 0,3% | Ratazanas (Rattus norvegicus) 0,1%

Durante o estagio, assistiram-se a diferentes tipos de consultas, que se dividiram em
consultas de patologia clinica (72%), reavaliagdes/tratamentos (19%) e imunoprofilaxia/
desparasitagcao (9%). Do total das consultas de imunoprofilaxia/desparasitacéo, 67%
foram efectuadas em caes e 28% em gatos. Como o HVR é um hospital de referéncia
em diversas especialidades clinicas, ndo foi de surpreender que a area de patologia
clinica tenha sido a que apresentou maior numero de animais nas consultas. Na Tabela
2, foram listadas as frequéncias relativas das consultas observadas por especialidade.
De referir que, os caes apresentaram-se com elevada frequéncia a consultas de
gastrenterologia e os gatos a consultas de nefrologia e de urologia. E de salientar que
cada animal pode apresentar mais do que uma doencga, sendo por isso observado em

mais do que uma especialidade.

Tabela 2 — Frequéncia relativa das consultas observadas por especialidade

Gastrenterologia 18% | Reproducéao 5%
Nefrologia/urologia 14% | Neurologia 4%
Dermatologia 12% | Endocrinologia 4%
Hematologia/Infecciologia 10% | Toxicologia 4%
Cardiologia 8% | Oftalmologia 3%
Pneumologia 8% | Odontologia 2%
Oncologia 6% | Outros 2%

As consultas de tratamento e reavaliacdo (Tabela 3) incluiram a revisdo ou tratamento
dos animais apds intervencgdes cirurgicas ou consultas prévias. Neste grupo também se
incluiram algumas intervencbes que nao foram realizadas durante a consulta
propriamente dita, mas que estdo relacionadas com ela, como por exemplo as

necrépsias, transfusdes e eutanasias.



Tabela 3 — Frequéncia relativa das consultas de tratamento e reavaliacdo

Pensos 43% | Eutanasia 10%
Remogéao de pontos/agrafos 16% | Necropsia 6%
Cateterizacao vesical 10% | Transfusao 5%
Fluidoterapia subcutanea 10%

2. Casuistica observada na érea cirurgica
A area de cirurgia incluiu trés tipos de intervengdes: cirurgia de tecidos moles (65%),
pequenas cirurgias (25%) e cirurgia ortopédica (10%) Nas pequenas cirurgias (Tabela 4),
foram incluidas aquelas em que o animal, salvo raras excepgbes, apenas necessitou de

uma anestesia local ou de uma sedagéo ligeira.

Tabela 4 — Frequéncia relativa das pequenas cirurgias

Suturas 28% | Remocao de cavilhas 6%
Cistocentese 26% | Destartarizacao 6%
Abdominocentese 14% | Biopsia 4%
Toracocentese 12% | Pericardiocentese 4%

A cirurgia de tecidos moles (Tabela 5) foi o tipo de cirurgia observado com maior
frequéncia durante o periodo de estagio, podendo ser dividido consoante a regidao em

que se interveio.

Tabela 5 — Frequéncia relativa das cirurgias de tecidos moles

Aparelho reprodutor feminino 30% | Aparelho ocular 6%
Aparelho reprodutor masculino 16% | Aparelho urinario 4%
Glandulas mamarias (neoplasias) 15% | Aparelho auditivo 2%
Aparelho digestivo 12% | Outras localiza¢des 15%

3. Meios complementares de diagndstico observados

Os exames complementares sdo muitas vezes necessarios para a realizagdo de um
diagnéstico definitivo e para a monitorizacdo de um paciente em tratamento (Tabela 6).
De notar que, o mesmo animal pode ser sujeito a diferentes exames de diagndstico

complementares.

Tabela 6 — Frequéncia relativa dos meios complementares de diagndstico observados

Ecografia abdominal 27,0% | Determinacéo da pressao arterial 2,0%
Radiografia 20,0% | Puncao da medula 6ssea 1,0%
Hematologia e bioquimica 17,0% | Pesquisa de dermatofitos 0,7%
Puncéo aspirativa com agulha fina 9,0% | Eletrorretinografia 0,7%
Urianalise 6,0% | Biopsia de pele 0,6%
Electrocardiograma 6,0% | Raspagem de pele 0,5%
Testes rapidos de diagnostico 5,0% | Mielografia 0,3%
Ecocardiografia 4,0% | Endoscopia 0,1%



II. Monografia sobre dirofilariose felina (DFel) e leishmaniose felina (LFel)
II.A. Dirofilariose felina

1. Etiopatogenia
1.1. Taxonomia e referéncia histérica

Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) ¢ um nematodo parasita pertencente a superfamilia
Filarioidea e a familia Onchocercidae (UniProt, 2009). Este agente € ha muito tempo
reconhecido como o causador de dirofilariose canina (DCan). Em lItalia, Birago (1626, citado
por Genchi, Rinaldi, Cascone, Mortarino, & Cringoli, 2005a) publicou um tratado de caca
onde referia a observagdo do parasita no coracao direito de um cdo. No Brasil, Travassos
(1921, citado por Labarthe, Ferreira, Guerrero, Newcomb, & Paes-de-Almeida, 1997) relatou

o primeiro caso de dirofilariose felina num gato doméstico (Felis catus).

1.2. Morfologia e fisiologia do parasita

Os adultos de D. immitis sao filiformes e encontram-se sobretudo no ventriculo direito e nas
artérias pulmonares dos seus hospedeiros. Eles alimentam-se de plasma e podem viver
varios anos. Apresentam uma abertura oral terminal sem labios e rodeada por duas papilas
laterais e seis papilas mediais pequenas. Nos cdes, a fémea adulta mede entre 250 e
310 mm de comprimento e 1 a 1,3 mm de largura e o macho mede entre 120 e 200 mm de
comprimento e 0,7 a 0,9 mm de largura (Manfredi, Cerbo, & Genchi, 2007). Nos gatos,
apresentam tamanhos menores, as fémeas adultas medem em média 220 mm e os machos
150 mm de comprimento (Hayasaki, Okajima, Song, & Shiramuzi, 2003). Os adultos
possuem corddes laterais largos, um intestino pouco volumoso e uma cuticula lisa, espessa
e com multiplas camadas (Bowman, Lynn, Eberhard, & Alcaraz, 2003).

O macho apresenta a extremidade caudal em espiral com duas asas laterais curtas. A face
ventral apresenta as papilas pré-anais, per-anais e pés-anais. As espiculas sao alargadas
na extremidade proximal e afiladas na extremidade distal, sendo ligeiramente assimétricas.
Nao possuem gubernaculo. Apresentam uma cuticula lisa, sendo que as pregas e as
estriacdes estdo apenas presentes na face ventral da ultima espiral da cauda do macho (Uni
& Takada, 1986, Lichtenfels et al., 1987, citados por Manfredi et al., 2007).

As fémeas apresentam a terminagdo caudal obtusa, o anus é subterminal e a abertura
vulvar localiza-se posterior a jungédo do eséfago com o intestino. Elas apresentam um par de
uteros. As fémeas séo ovoviviparas libertando as larvas (microfilarias) j& descapsuladas na
corrente sanguinea (Manfredi et al., 2007). As microfilarias medem, em média, 315 um de
comprimento e 6 a 7 um de largura (Dillon, 2007). A extremidade cefalica € afunilada e a
cauda é recta e ponteaguda. As microfilarias chegam a viver dezoito meses na corrente

sanguinea dos canideos (Manfredi et al., 2007).



1.3. O endossimbionte Wolbachia
A maioria dos nematodos filarideos, incluindo D. immitis, hospeda bactérias intracelulares
obrigatérias Gram-negativas, endossimbiontes, pertencentes ao género Wolbachia (ordem
Rickettsiales). Estas bactérias sdo encontradas em todos os estados de desenvolvimento do
parasita e sdo muito abundantes na hipoderme, nos érgaos reprodutores femininos, nos
o0citos e nos embrides. As bactérias do género Wolbachia sao transmitidas verticalmente
pelas fémeas, através do citoplasma do ovo. A natureza simbidtica destes agentes é
apoiada pelos seguintes factos: a prevaléncia de Wolbachia € de 100% em D. immitis, os
estudos filogenéticos comprovam uma co-evolugdo da bactéria com o nematodo, ocorre
sempre transmissao vertical das fémeas para a descendéncia, a eliminacdo de Wolbachia
leva a esterilidade das fémeas e em alguns casos a morte dos adultos (Kramer, 2006). O
nematodo hospedeiro supre as necessidades da bactéria em aminoacidos. Por outro lado,
Wolbachia sintetiza varias moléculas importantes para o hospedeiro como glutationa
(antioxidante) e heme (essencial a sintese de hormonas do nematodo responsaveis pela
embriogénese) (Foster et al., 2005). As bactérias do género Wolbachia sdo libertadas em
quantidades consideraveis do corpo do parasita durante as mudas, na producdo de
microfilarias e quando os parasitas morrem (Bandi, Trees & Brattig, 2001) e, possivelmente,

através do sistema excretor tanto do macho como da fémea (Kozek, 2005).

1.4. Ciclo biolégico do parasita
D. immitis € um parasita com um ciclo de vida heteroxeno, ocorrendo parte do seu

desenvolvimento num hospedeiro invertebrado, um mosquito culicideo.

1.4.1. Caracteristicas dos hospedeiros invertebrados
Os culicideos sao dipteros com 2 a 10 mm de comprimento. Somente as fémeas sao
hematofagas. As suas pecas bucais sao constituidas por uma probéscide saliente adaptada
a perfuracao e a sucgao. Apresentam um ducto salivar produtor de anticoagulante (Urquhart,
Armour, Duncan, Dunn, & Jennings, 1996) e utilizam o fototropismo, estimulos quimicos
(dioxido de carbono e feromonas) e térmicos para encontrar um hospedeiro onde efectuam
a refeicdo de sangue (Cancrini & Gabrielli, 2007). Depois de se alimentarem de sangue, as
fémeas pdéem até 300 ovos na superficie da agua. A eclosdo e a maturagcido larvar
dependem da temperatura. Todos os quatro estados larvares sdo aquaticos e alimentam-se
de matéria organica. As pupas sdo aquaticas, méveis e em forma de virgula. Os adultos
emergem através de uma fenda no tegumento pupal e normalmente voam apenas algumas
centenas de metros dos criadouros, podendo, no entanto, dispersar-se por longas distancias
auxiliados pelo vento. Em algumas espécies de regides temperadas, os ovos, as larvas e

até os adultos podem sobreviver ao Inverno (Urquhart et al., 1996).



Para servirem de vectores para D. immitis, os mosquitos devem sobreviver a infecgao e
viver tempo suficiente que permita o desenvolvimento das dirofilarias (Gomes, Serrao,
Duarte, Bendas, & Labarthe, 2007). Factores que afectam a transmissdo de D. immitis
incluem a densidade da populacao, as espécies de vectores, a fecundidade dos mosquitos
(Ludlam et al., 1970, citados por Lai, Tung, Ooi & Wang, 2000), a exposi¢ao a predadores e
o comportamento alimentar do insecto (Cancrini & Gabrielli, 2007). As diferentes espécies
de mosquitos apresentam comportamentos alimentares distintos, com picos de actividade
em momentos especificos do dia, sendo mais ou menos exo/endofagicos e endo/exofilicos.
Uns sao zoofilicos estritos (limitando a sua alimentagdo a hospedeiros especificos) ao passo
que outros sao zoofilicos amplos (ampla variedade de hospedeiros). A idade da fémea e o
periodo de privagcao de sangue a que esteve sujeita influenciam a sua actividade (Nayar &
Sauerman, 1973, Klowden, 1996, citados por Cancrini & Gabrielli, 2007). Sabe-se que
espécies de mosquitos que necessitem efectuar mais do que duas refeicbes de sangue sao
epidemiologicamente mais importantes (Cancrini & Gabrielli, 2007).

Os habitos alimentares dos vectores tém sido uma razao para as baixas taxas de infeccao
dos gatos. Para que ocorra transmissao de D. immitis para esta espécie, o vector deve
alimentar-se primeiro em canideos pois estes sdo os principais hospedeiros reservatérios do
parasita (McCall et al., 1992, citados por Gomes et al., 2007). As preferéncias alimentares
dos vectores devem-se principalmente as feromonas, ao tamanho e ao comportamento dos
hospedeiros. Sabe-se que o céo repousa nas horas nocturnas, ao passo que o gato se
encontra mais activo nesse periodo. O tamanho do cdo é também superior ao do gato
(Cancrini & Gabrielli, 2007). Demonstrou-se que quando mosquitos Aedes encontram caes e
gatos lado a lado, sdo mais atraidos para os caes do que para os gatos (Labarthe, Serrao,
Melo, Oliveira, & Lourengo-de-Oliveira, 1998). Apesar disso, os gatos podem ser também
uma importante fonte de refeicdes de sangue para estes mosquitos. Os mosquitos Culex
spp., que sdo 0s mais comuns em muitas areas urbanas, alimentam-se tanto no cdo como
no gato sem qualquer preferéncia (Nelson et al., 2007). Num estudo efectuado no Brasil,
mosquitos dos géneros Culex, Aedes, Coquillettidia, Psorophora e Mansonia alimentaram-se
tanto em cées como em gatos (Gomes et al., 2007). Aproximadamente 60 espécies de
mosquitos testadas em laboratério mostraram-se capazes de suportar o completo
desenvolvimento larvar (até L3) de D. immitis (Ludlam et al., 1970, citados por Lai et al.,
2000). Na Coreia do Sul, Lee, Kim, Chong, Klein e Lee (2007) encontraram mosquitos dos
géneros Anopheles, Aedes, Culex e Armigeres infectados com D. immitis. Outros estudos,
realizados em lItalia, provaram que as espécies Aedes albopictus, Culex pipiens, Anopheles
maculipennis e Coquillettidia richiardii sdo vectores de D. immitis (Rossi et al., 2002,
Cancrini et al., 2003a, 2003b, 2004, 2006, citados por Cancrini & Gabrielli, 2007).



1.4.2. O parasita no hospedeiro invertebrado

A fémea adulta de D. immitis liberta microfilarias na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado. Posteriormente, os mosquitos infectam-se com as microfilarias enquanto
realizam uma refeicdo de sangue. As microfilarias ingeridas atravessam a faringe e
alcangam o intestino médio onde se mantém por 24 horas, migrando depois para as células
distais dos tubulos de Malpighi onde se tornam intracelulares. Durante 10 a 14 dias,
transformam-se no primeiro estado larvar L1 (70 pm de comprimento), depois em L2 e
finalmente em L3 (1.100 ym de comprimento) (Cancrini & Gabrielli, 2007). As larvas em
desenvolvimento destroem as células dos tubulos de Malpighi, desregulando a excregao de
agua e ides dos mosquitos. Um pequeno numero de larvas pode nao afectar muito o
processo de excregdo, mas grandes cargas parasitarias, aumentam a possibilidade de
destruicao do sistema excretor (Palmer et al., 1986, citados por Lai et al., 2000) resultando
na morte do mosquito. Por essa razao, algumas espécies possuem mecanismos de defesa
para bloquear o desenvolvimento larvar e consequentemente controlar a carga larvar
infectante. Um dos mecanismos mais importantes é a presenca de armadura bucofaringea
(estrutura que promove a destruicdo da cuticula das microfilarias quando estas atravessam
a faringe) (Coluzzi & Trabucchi, 1968, citados por Cancrini & Gabrielli, 2007). As espécies
que possuem essa armadura sido vectores pouco eficientes de D. immitis (Manfredi et al.,
2007). No maximo, 10 a 12 L3 podem ser transmitidas por um unico mosquito (Dillon, 2007).
As L3 deixam os tubulos de Malpighi, migram através do hemocélio e alcangam o labium no
aparelho bucal do mosquito (Cancrini & Gabrielli, 2007). Enquanto o insecto pica o
vertebrado, as L3 infectantes emergem do labium e ficam na pele do hospedeiro imersas
numa gota de hemolinfa. Penetram depois através da abertura feita durante a picada do
mosquito (Nelson, 1959, Nelson et al., 1962, citados por Cancrini & Gabrielli, 2007). De
notar que, a larva mantém-se coberta com hemolinfa e sé assim consegue evitar a
desidratacdo, manter a sua mobilidade, ou caso contrario, a infeccao falhara (Flleborn,
1908, Ewert, 1967, Ewert & Ho, 1967, McGreevy et al., 1974, citados por Theis, 2005).
Devido a este facto, cerca de 45% das larvas infectantes perdem-se na superficie da pele,
sendo que o processo de transmissdo do mosquito para o hospedeiro vertebrado é pouco
eficiente (Ewert & Ho, 1967, citados por Theis, 2005).

1.4.3. D.immitis no hospedeiro vertebrado
As L3 entram na solugdo de continuidade originada pela picada e penetram nos tecidos
conjuntivos. Algumas morrem nos tecidos subcutdneos onde s&o incorporadas em
granulomas pequenos e clinicamente inaparentes (Orihel, 1961, Wong, 1974, citados por
Theis, 2005). Depois as L3 migram até aos musculos, transformam-se em L4 (8,29 a 13,2
mm de comprimento) e posteriormente em L5. Esta migragdo dura cerca de 60 a 90 dias
(Kume & Itagaki, 1955, Lichtenfels et al., 1985, citados por Manfredi et al., 2007). No inicio
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do quinto estado larvar, as larvas entram nas veias periféricas, alcangam o coragdo € o
ventriculo direito de onde sdo enviadas para os ramos distais das artérias pulmonares,
encontrando ai resisténcia mecanica a sua progressao. Se uma larva entrar numa artéria,
nao alcancara o lado venoso da circulacdo e desenvolver-se-a no ramo arterial. Ja foram
encontradas dirofilarias na aorta, nas artérias femorais, iliacas, esplénicas, renais,
hepaticas, carétidas e cerebrais dos caes (Theis, 2005).

Entre 90 a 100 dias pds-infecgao, ocorre a chegada das L5 (10 a 20 mm de comprimento)
as artérias pulmonares distais caudais, e nos 2 a 3 meses seguintes desenvolvem-se em
adultos sexualmente maturos, migrando em direc¢ao ao ventriculo direito (Dillon, 2007). Os
gatos sdao mais resistentes a infecgdo por adultos de D. immitis do que os caes (Atkins,
2007a). Nos caes, a maioria das L5 que chegam aos pulmdes sobrevivem e desenvolvem-
se em adultos. Nos gatos, existe uma alta mortalidade das L5 iniciais, sendo frequente que
todas elas morram durante os meses seguintes. Logo, nos 6 a 7 meses pos-infecgcao é
comum nao existirem adultos de D. immitis nos gatos (Dillon, 2007).

Quando caes nao previamente expostos a dirofilarias sao injectados com 100 larvas L3,
aproximadamente 75 dirofilarias adultas desenvolvem-se em quase 100% desses animais.
Ao invés, nos gatos, 3 a 10 dirofildrias adultas desenvolvem-se em 75% dos animais
(Nelson et al., 2007). No estudo efectuado por McTier et al. (2000a), a inoculagdo de 50
larvas de D. immitis em caes resultou em 100% de infecgdes por adultos com uma média de
18,7 adultos por cédo, ao passo que uma inoculagcdo com o mesmo numero de larvas em
gatos, resultou em 88% de infecgdes por adultos com uma média de 1,1 parasitas adultos
por gato.

Em infeccdes experimentais com larvas L3, em gatos, a percentagem que se desenvolveu
em adultos foi baixa (0% a 25%) comparada com os caes (40% a 90%) (AHS, 2009).

No estudo realizado por C. Genchi, Venco, Ferrari, Mortarino, e M. Genchi (2008) com 364
gatos naturalmente infectados e com anticorpos anti-D. immitis apenas 131 apresentaram
parasitas adultos. O numero baixo de adultos de D. immitis (um a trés) encontrado tanto nas
infeccoes experimentais (Genchi et al., 2004) como nas infecgbes naturais dos gatos
(Genchi et al., 1992, Guerrero et al. 1992, citados por Genchi et al., 2004; Roncalli, Yamane
& Nagata, 1998) é caracteristico da DFel. Nos gatos, os parasitas adultos também nao
alcangcam um tamanho comparavel com o alcangado nos caes (Hayasaki et al.,, 2003).
Porém, devido ao seu tamanho em relagdo ao corpo dos gatos, mesmo um numero reduzido
de dirofilarias é, de igual forma, considerado como uma infecgdo importante devido a
biomassa do parasita (Nelson et al., 2007). Para além disso, o tempo de vida médio do
parasita adulto nos gatos é de dois a trés anos, o que é consideravelmente menor que o
tempo de vida médio (de cinco a sete anos) nos caes (Donahoe, 1975, McCall et al., 1994,
citados por Miller, 1998a). Finalmente, nos gatos, aproximadamente um ter¢o das infecgbes

por adultos s&o constituidas por dirofilarias de um unico sexo (Nelson et al., 2007).
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Figura 1 — Ciclo biolégico de D. immitis
(adaptado de http://www.heartwormsociety.org/download/HeartwormLifeCycle.pdf; Mai 2, 2009)
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1.4.3.1. Microfilarémia

Quando existem infeccbes com adultos de ambos os sexos pode ocorrer a copula e as
fémeas produzem microfilarias que libertam na circulagdo (Manfredi et al., 2007). Nos gatos,
mesmo quando ambos os sexos estdo presentes nem sempre ocorre microfilarémia (Levy,
2007a). Nesta espécie, D. immitis tem uma maturacdo mais lenta que nos caes (McCall et
al., 1994, Genchi et al., 1995, citados por Prieto, Venco, Simén, & Genchi, 1997), o ciclo de
vida é mais prolongado, sendo que a microfilarémia, quando observada, ndo ocorre antes de
7 a 8 meses pos-infecgdo comparado com 5,5 a 6 meses nos caes (Donahoe, 1975, McCall
et al.,, 1994, citados por Miller, 1998a). Os gatos nao desenvolvem com frequéncia
microfilarémia, sendo que as microfilarias circulantes sdo encontradas em menos de 20%
dos gatos infectados naturalmente (Miller, 1998a). Quando existente, a microfilarémia é
transitoria (Nogami et al.,, 2000) ndo durando mais que dois meses e com baixas
concentragdes de microfilarias no sangue (Donahoe, 1975, McCall et al., 1994, citados por
Miller, 1998a). Quando a microfilarémia se desenvolve nos gatos, surge pelo menos uma
semana depois relativamente aos cées (195 dias pds-infeccdo), mas raramente persiste
para la dos 228 dias pds-infeccao (Nelson et al., 2007).

A concentragdo de microfilarias no sangue periférico parece apresentar um padrao sub-
-periédico nocturno semelhante ao que ocorre nos caes, com um pico de concentragao as
21:00 horas, segundo Hayasaki et al. (2003) ou as 22:00 horas, segundo Nogami et al.
(2000). Esta variagao de concentracao de microfilarias no sangue periférico pode depender

de factores endégenos das microfilarias ou até de fototaxia (Hayasaki et al., 2003).



Pensa-se que as infecgbes felinas por D. immitis ndo apresentam frequentemente
microfilarémia devido a eliminagdo imunomediada das microfilarias pelo gato ou a supressao
da fertilidade dos adultos de D. immitis (Nelson et al., 2007; Levy, 2007a). Dirofilarias
adultas provenientes de gatos, que nao apresentavam microfilarémia, ja foram
transplantadas em cées onde esses parasitas foram capazes de produzir microfilarias

circulantes (Nelson et al., 2007).

1.4.3.2. Migrac0Oes erréaticas

Uma indicagdo de que o gato € um hospedeiro aberrante para D. immitis € a ocorréncia de
migracbes erraticas mais frequentes do que nos caes. Os parasitas ectopicos sao
encontrados com maior frequéncia nas cavidades corporais, artérias sistémicas e sistema
nervoso central dos gatos (Miller, 1998a; Nelson et al., 2007). Existem varios casos
relatados onde adultos de D. immitis foram retirados do encéfalo de gatos durante as
necropsias (Ader, 1979, Cusick et al., 1976, Donahoe & Holzinger, 1974, Fukushima et al.,
1984, Lindquist & Winters, 1981, citados por Bowman, Hendrix, Lindsay & Barr, 2002).

2. Prevaléncia e incidéncia clinica de dirofilariose felina

Em tempos tida como uma doenca rara nos gatos, a DFel é diagnosticada cada vez com
maior frequéncia (Labarthe et al., 1997), tanto devido a possivel ocorréncia de maior numero
de infecgbes, como a existéncia de melhores capacidades de diagnéstico e de maior

atencdo por parte dos médicos veterinarios (Lister & Atwell, 2008b).

Figura 2 — Mapa com os paises onde foram documentadas infec¢des por D. immitis em gatos
(mapa original)

= e Legenda:
M pais onde foram documentadas infecgdes por D. immitis em gatos
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2.1. Distribuicao geogréafica e endemicidade da infec¢ao por D. immitis em gatos

As infecgdes por D. immitis j& foram relatadas em todos os continentes, sobretudo em
regides tropicais e temperadas (Lee et al., 2007). As infecgbes por D. immitis em gatos ja
foram documentadas nos Estados Unidos da América (EUA), Filipinas, Tahiti, Nova Guiné,
Indonésia, China, Austrdlia, india, Taiwan (Kendall et al., 1991, Patnaik, 1989, Fei & Mo,
1997, citados por Bowman et al.,, 2002), Japdo (Roncalli et al., 1998), Tailandia
(Nuchprayoon et al., 2006), Brasil (Labarthe et al., 1997), Italia (Kramer & Genchi, 2002),
Republica da Coreia do Sul (Liu et al., 2005), Malasia, Serra Leoa, Arménia e Canada (Ryan
& Newcomb, 1995, citados por Litster & Atwell, 2008b).

2.2. Factores de susceptibilidade dos gatos a infec¢do por D. immitis

2.2.1. Factores intrinsecos: o0 sexo, aidade, araca e o tamanho da pelagem
Baseado em estudos clinicos serolégicos e estudos retrospectivos ndo existe predisposigcao
para sexo, idade ou raga para a infecgao por D. immitis em gatos (Miller, Zoran, & Relford,
1998, Atkins, DeFrancesco, & Coats, 1998, citados por Miller, 1998a). Infecgdes
experimentais e alguns estudos seroepidemioldgicos sugeriram que os gatos machos
fossem mais susceptiveis a infecgdo (Kramer & Genchi, 2002; Levy et al., 2003; Atkins,
Moresco & Litster, 2005b). No entanto, em varios estudos, ndo houve diferencas
significativas na prevaléncia de infecgao entre machos e fémeas quer em infecgdes naturais
(Genchi et al., 2008; Liu et al., 2005) quer em estudos experimentais (McCall et al., 1992,
citados por Genchi et al., 2008).

2.2.2. Factores extrinsecos: o modo de vida, o ambiente e as doencas
concomitantes

Os gatos com exposi¢ao ao exterior apresentam um risco aumentado de infecgédo (Atkins &
Paul, 2006). No entanto, é importante salientar que a DFel foi diagnosticada em gatos que
viviam exclusivamente no interior de habitacdes. No estudo de Atkins et al. (2000, citados
por Litster & Atwell, 2008b), observou-se que 27% dos gatos infectados viviam apenas no
interior de habitacoes.
No estudo de Nelson e Young (1998, citados por Miller, 1998a) observou-se que os gatos
infectados com o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) tinham uma incidéncia
significativamente maior de anticorpos circulantes anti-D. immitis que a populacdo em geral,
sugerindo que os gatos com risco de exposigcdo a FIV também apresentam um maior risco
de exposicado a D. immitis. No entanto, em estudos posteriores ndo houve associagao entre
infecgao por D. immitis e co-infecgdes por FIV ou por Virus da Leucemia Felina (FeLV) (Levy
et al., 2003; Levy, 2007a).
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2.2.2.1. Aimportancia do clima natransmissao de dirofilariose felina
O calor é o factor fundamental para o desenvolvimento das larvas infectantes (L3) no
hospedeiro intermediario. O periodo durante o qual a transmissao é possivel é definido por
alteracdes sazonais de temperatura nas regides temperadas (Knight & Lok, 1998). O
denominador critico € a quantidade cumulativa de calor requerida para se completar a
incubacao. Este pode ser expresso em graus-dias, também referido como unidades de
desenvolvimento de D. immitis (UDD) (Fortin & Slocombe, 1981, Slocombe et al., 1989,
citados por Genchi et al., 2005a). Em média, é necessario um total de 234 UDD (130 °C)
para suportar o desenvolvimento das microfilarias até larvas L3 infectantes, podendo ser
alcancado num periodo tdo curto como oito dias, quando a temperatura diaria média € de
cerca 30 °C, mas pode levar tanto tempo como um més quando é tdo baixa quanto 18 °C
(McTier, McCall, & Dzimianski, 1992, citados por Knight & Lok, 1998). Para que o
desenvolvimento se inicie, o limite de 14 °C deve ser excedido (Knight & Lok, 1998). Os
meses pico de transmissdo de dirofilariose no Hemisfério Norte sdo Julho e Agosto.
(Montoya, Morales, Juste, & Corbera, 2007). Em areas tropicais os mosquitos encontram-se
activos todo o ano. Nos climas temperados, os adultos s&o activos apenas na Primavera e
no Verao, e apresentam diferentes ritmos sazonais de actividade. Alteragbes ambientais e
climaticas, em particular, a subida média da temperatura prevista (+0,2 °C em 10 anos)
(Genchi et al., 2005a), estdo agora a influenciar fortemente os padrdes de actividade dos
mosquitos nas regides temperadas (Cancrini & Gabrielli, 2007). A prevaléncia de DCan tem
aumentado dramaticamente nos ultimos anos. A doenga tem-se estendido desde paises
tropicais e subtropicais a outros com um clima mais temperado (Montoya et al., 2007). A
existéncia de maiores populacdes de vectores e a existéncia de maior niumero de caes

infectados com D. immitis fazem aumentar o risco de infeccio para a espécie felina.

3. Resposta imunitéria

Em contraste com os cées, os gatos desenvolvem uma resposta imunitaria mais intensa a
presenca do parasita (Calvert et al., 1994, citados por McTier et al., 2000a). Até um pequeno
numero de dirofilarias é potencialmente ameacador da vida (Nelson et al., 2007). Basta uma
dirofilaria para causar doenca grave a fatal no gato (McCall et al., 1994, Genchi et al., 1995,
citados por Prieto et al., 1997).

Os gatos desenvolvem uma forte resposta por IgG contra antigénios de D. immitis em
infecgcdes naturais (Prieto et al.,, 1997) e experimentais (Prieto, Simén, Genchi, McCall &
Venco, 1999). Esta resposta é capaz de impedir o desenvolvimento da maioria das larvas e

de destruir parte dos parasitas adultos (Morchon et al., 2004).
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A infecgao por D. immitis influencia a produgdo de eicosandides’ intravasculares em gatos.
No estudo efectuado por Morchon et al. (2007b), gatos infectados naturalmente
apresentaram niveis de prostaglandina E2, tromboxano B2 e leucotrieno B4
significativamente maiores do que gatos ndo infectados.

Os antigénios somaticos de adultos de D. immitis (ASDi) estimularam a producdo das
enzimas ciclooxigenase-2 e 5-lipoxigenase e a expressdo da molécula de adesao
intracelular-1 (ICAM-1) e molécula de adesao celular endotelial plaquetaria-1 (PECAM-1)
(Simon et al., 2008). Logo, os ASDi estao implicados na migragao leucocitaria transcelular
através do citoplasma da célula endotelial bem como na migracdo dos mondcitos e
neutrdfilos, células-chave na resposta imune desenvolvida pelos hospedeiros contra as
dirofilarias (Imhof & Aurrand-Loins, 2004, O’Connor et al., 2000, Bratting et al., 2000, 2001,
citados por Simén et al., 2008).

A producdo de oxido nitrico durante a infeccdo por D. immitis pode também induzir
imunotolerancia as dirofilarias devido a apoptose de células T especificas para os seus

antigénios (O’Connor, Jenson, Osborne & Devaney, 2003).

3.1. Diminuicdo da imunidade do hospedeiro mediada por D. immitis
Diferengas acentuadas nas propriedades da superficie das L3 e L4 podem atrasar respostas
imunitarias potencialmente destrutivas desses estados larvares no hospedeiro (Grieve,
1990, citado por Litster & Atwell, 2008b). Investigagdes clinicas e laboratoriais sugerem que
a natureza acelular da cuticula de D. immitis e as propriedades da superficie trombo-
-resistentes permitem que o parasita iluda a resposta imune do hospedeiro e aumente a
sobrevivéncia a longo termo (Kadipasaoglu et al., 1993, citados por Litster & Atwell, 2008b).
Apés a chegada das L5 ao coragao (75 a 90 dias pés-infecgdo), uma marcada resposta
brénquica e periarterial € observada nos trés meses seguintes. Depois dos adultos se terem
desenvolvido, o padrao de inflamacao do parénquima pulmonar frequentemente diminui e as
artérias pulmonares caudais ingurgitadas, visiveis nas radiografias, podem até diminuir de
tamanho (Brawner et al., 2000, citados por Dillon, Warner, Brawner, Hudson & Tillson,
2008). A diminuigdo da imunidade do hospedeiro mediada pelos nematodos adultos foi
sugerida como sendo uma consequéncia dos produtos secretados em que os alvos sao 0s
macrofagos (Schonemeyer et al., 2001; Loke, MacDonalds, Maizels, Robb & Allen, 2000) e
os linfécitos (W. Harnett & M. Harnett, 2006). No gato, os pulmdes sdo 6rgdos com grande
actividade fagocitaria. A atenuacdo da fagocitose dos macroéfagos intravasculares
pulmonares (MIP) diminui o grau de lesdao pulmonar aguda. Os adultos vivos de D. immitis
parecem diminuir significativamente a actividade desses macréfagos pela libertacdo de

substancias directamente para o leito capilar (Dillon et al., 2008).

1 . . = . o . . L S . =
Os eicosandides sao mediadores lipidicos derivados do metabolismo do acido araquidénico, envolvido na regulagdo da
resposta imune e nas reacgdes inflamatérias.



3.2. Importancia de Wolbachia na resposta imunitaria do gato

Alguns estudos demonstraram que a Proteina de Superficie Maior de Wolbachia (PSW)
induz uma resposta especifica por IgG no hospedeiro infectado por D. immitis (Bazzochi et
al., 2003). Essa resposta é forte e duradoura em gatos infectados nao tratados e ainda mais
acentuada em gatos infectados tratados com compostos larvicidas (Morchon et al., 2004). A
morte das dirofilarias resulta numa resposta inflamatoéria exacerbada devido a libertacdo de
Wolbachia (McCall et al., 2008). Pode ser sugerido que a forte e duradoura reacgao
imunitaria dos gatos a Wolbachia pode ter um papel na resisténcia natural destes
hospedeiros a infeccdo por D. immitis (Kramer, 2006). Varios autores ja demonstraram que
a resposta imunitaria a Wolbachia é predominantemente do tipo Th1 (Marcos-Atxutegi et al.
2003; Morchén et al.,, 2007a) com produgcdo de IFN-y (Morchon et al.,, 2007b). Ja foi
demonstrada a capacidade das moléculas associadas a Wolbachia para estimularem a
producao de citocinas pro-inflamatérias (Bazzochi et al., 2003), podendo levar o hospedeiro
exposto a eliminar as larvas que libertam o endossimbionte (Morchén et al., 2004).

Considera-se que a PSW contribua para a inflamagao pulmonar e renal (Nelson et al.,
2007). Varios estudos indicam que a PSW aumenta a producido de Ciclooxigenase-2 e
5-Lipoxigenase, enzimas relacionadas com a producdo de eicosandides (Morchén et al.,
2007b). Para além dessas enzimas, a forma recombinante da PSW (rPSW) estimulou a
producao de varias moléculas capazes de estimular a migragao leucocitaria transcelular e

paracelular bem como a migracado dos mondcitos e neutréfilos (Simon et al., 2008).

4. Patogenia e sinais clinicos de dirofilariose felina

Na DFel, a maioria dos sinais clinicos e das lesbes que colocam o animal em risco da vida
estdo relacionados com a fung¢ao pulmonar (Dillon, 2007). Os gatos podem apresentar
desde sinais agudos a sinais crénicos (Miller, 1998a). Muitos animais sdo assintomaticos ou
apresentam sinais clinicos inespecificos e transitorios (Prieto et al., 1997). Quando os sinais
clinicos sao evidentes, normalmente, desenvolvem-se durante duas fases da doenca. A
primeira coincide com a chegada das L5 as artérias pulmonares trés a seis meses
pos-infeccao. A segunda fase da doencga corresponde a morte das dirofilarias adultas (Prieto
et al., 1997; Nelson et al., 2007). Finalmente, apds a eliminagdo do parasita adulto pode
permanecer uma doenca respiratéria cronica (Nelson, 2008).

Os sinais clinicos associados com a morte das larvas L5 ou com a presenca de adultos nas
artérias pulmonares de gatos infectados com D. immitis € denominada “Doenca Respiratoria

Associada a Dirofilariose” (Nelson et al., 2007).
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4.1. Fase 1 — Dirofilariose larvar pulmonar
No periodo de trés a seis meses poés-infeccdo, as L5 alcangam as artérias pulmonares
caudais direita e esquerda. Neste estado larvar ocorre uma elevada taxa de mortalidade o
que pode justificar a patogenia e os sinais clinicos observados nesta fase. Nos pulmbes
gera-se uma resposta inflamatéria aguda dos vasos e do parénquima (Dillon, 2007). A DFel
€ caracterizada pela formagao de trombos e reac¢des inflamatdrias intensas (McCall et al.,
1994, Rawlings & Calvert, 1995, citados por Morchén et al., 2007b). As lesbes histologicas
mais importantes incluem a endarterite vilosa e a hipertrofia muscular da tinica média das
artérias pulmonares. De notar que, estas lesbes ja foram documentadas em gatos livres de
D. immitis e logo ndo sao patognomoénicas de DFel (Rogers, Bishop, & Rohovsky, 1971,
citados por Miller, 1998a). As grandes artérias musculares associadas aos brdonquios
parecem ser as mais severamente afectadas (Rawlings, Farrell, & Mahood, 1990).
Ocasionalmente, existe uma pneumonia granulomatosa e eosinofilica focal no parénquima
pulmonar que rodeia as artérias envolvidas (Dillon, 2007). Tipicamente, a citologia
broncoalveolar revela uma reacgao eosinofilica. Porém, a eosinofilia periférica pode ou nao
estar presente (Dillon, 2007; Atkins, 2007b).
As alteracbes alveolares e brénquicas associadas com esta forma inicial de doenga sao
clinica e radiograficamente semelhantes a asma felina ou a bronquite alérgica (Dillon, 2007;
Nelson, 2008). Os gatos irdo desenvolver lesdes brénquicas radiograficas sem alteragdes
arteriais pulmonares, e os sinais clinicos de tosse e/ou dispneia intermitentes responderao
ao tratamento com corticosteroides (Dillon, 2007).
A medida que as dirofilarias aumentam de tamanho e crescem em direcgdo ao coragao, as
lesdes da superficie arterial tornam-se mais evidentes. A inflamacgao estende-se para o
parénquima pulmonar. No leito capilar distal, os septos alveolares desenvolvem edema. A
demonstragdo de antigénio de D. immitis nas areas intersticiais distais devido a presenca
fisica dos parasitas explica a disseminagédo da resposta inflamatéria a todo o parénquima
pulmonar. Estas alteragbes sao significativamente agravadas quando associadas com a
morte dos parasitas (Dillon, 2007).
As infecgdes felinas por D. immitis sdo frequentemente mais leves que nos caes, sendo as
suas lesodes localizadas e normalmente insuficientes para causar uma obstru¢do capaz de
produzir hipertensdo pulmonar significantiva. Consequentemente, a hipertrofia ventricular
direita e a insuficiéncia cardiaca direita sdo menos comuns que nos caes (Knight, 1987, Doi
et al., 1982, citados por Labarthe et al., 1997; Nelson et al., 2007).
Ao longo do tempo, todas as L5 presentes nas artérias pulmonares distais podem morrer,
nao alcangando a forma adulta. Embora esta forma de dirofilariose possa ser considerada
“auto-limitante”, as lesées foram induzidas e os sinais clinicos podem desenvolver-se (Dillon,
2007). As lesbes pulmonares caracterizadas por hipertrofia oclusiva das artérias pulmonares

sdo comuns nos gatos com dirofilarias adultas (80%) mas ndo em gatos livres do parasita e
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sem anticorpos anti-D. immitis (10%). No estudo de Levy (2007a) verificou-se que 50% dos
gatos com anticorpos anti-D. immitis, mas sem adultos, tinham estas lesées pulmonares,
sugerindo que mesmo infec¢des transitorias por larvas deixam os gatos com doenga
inflamatdria pulmonar de longa duragéo. Nos gatos, a existéncia de dirofilarias adultas nao é
necessaria para que ocorra doenca pulmonar clinica. Nao se sabe se as lesdes resultantes
da “dirofilariose larvar pulmonar” sdo persistentes ou se podem até resultar em morte. No
entanto, o gato podera ter achados radiograficos e histolégicos tipicos de DFel, contudo néo

apresentando sinais clinicos (Atkins, 2007b).

4.2. Fase 2 — Doenca associada a morte das dirofilarias adultas
A medida que as larvas L5 se transformam em adultos, a inflamacéo inicial intensa diminui.
Segue-se um periodo subclinico (Litster & Atwell, 2008b). As artérias pulmonares caudais
dilatadas nas radiografias ventrodorsais podem até diminuir de tamanho (Dillon, 2007). Foi
sugerida uma diminuicdo da resposta imunitaria do hospedeiro mediada pelos produtos
secretados dos nematodos adultos (Schonemeyer et al., 2001; Loke et al., 2000; W. Harnett
& M. Harnett, 2006). O parasita parece ser capaz de suprimir a fungdo dos MIP existentes
nos leitos capilares pulmonares dos gatos (Dillon et al., 2008).
Quando ocorre a morte de um parasita adulto inicia-se a segunda fase da doencga (Prieto et
al., 1997; Nelson et al., 2007). A supresséo da fungdo macrofagica dos MIP é diminuida e
ocorre intensa inflamagao pulmonar. As lesdes microvasculares sao severas quando 0s
parasitas estdo vivos, mas tornam-se exageradas quando eles morrem. Os pneumocitos do
tipo 1 sdo afastados das células endoteliais deixando muitos sacos alveolares como vias
aéreas desprotegidas (Dillon, 2007). Tanto a formagdo de edema pulmonar como a
proliferacdo de pneumdcitos tipo Il dificultam a difusdo do oxigénio (Atkins, 2005a). Os
pulmbes desenvolvem periarterite severa, doenga intersticial inflamatéria aguda e edema
intersticial. O epitélio colunar ciliado bronquico pode também ser danificado e sofrer
necrose. Os parasitas mortos estdo associados com uma doenga parenquimatosa pulmonar
severa. O resultado € uma sindrome de dificuldade respiratéria aguda. A morte espontanea
dos gatos com DFel é mais rara comparativamente com a sintomatologia da “dirofilariose
larvar pulmonar”. Normalmente, a dispneia severa associada com a DFel é uma
consequéncia da destruicdo de um adulto de D. immitis (Dillon, 2007).
Embora mais severos nos lobos onde as dirofilarias morrem, les6es similares podem ser
demonstradas em outros lobos pulmonares. Produziram-se lesdes histologicas similares
com extractos de D. immitis sem células. A lesdo pulmonar resultante originou uma
sindrome de dificuldade respiratéria aguda (Dillon, 2007).
Apesar de se produzir uma endarterite, a embolizacdo e a oclusdo vascular total sdo raras

quando os vermes estdo vivos (Dillon, 2007). Como a arvore arterial pulmonar dos gatos é
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mais pequena que a dos caes e tem menor circulagdo contralateral, a embolizagdo (mesmo
por pequenos numeros de parasitas) resulta em enfarte e até em morte (Atkins, 2005a).

Nos cades, a Sindrome da Veia Cava resulta da deslocacido de elevado numero de
dirofilarias para as veias cavas e a jungao atrioventricular direita, interferindo com a funcao
da valva tricuspide. Apesar de ja descrita em gatos (Strickland, 1998), esta sindrome
raramente ocorre porque estes animais estdo com frequéncia infectados com um nuamero
reduzido de parasitas. Apesar disso, mesmo um ou dois parasitas adultos podem causar

regurgitacao tricuspide e resultar em sopro cardiaco (Nelson et al., 2007).

Figura 3 — Preparac@es histopatoldgicas das arteriolas pulmonares, alvéolos e broquiolos de
gatos experimentalmente infectados por D. immitis e submetidos a profilaxia, a tratamento
larvicida contra L5 e gatos néo tratados infectados por adultos (adaptado de
http://www.heartwormsociety.org/article_47.html)
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4.3. Doenca respiratoria crénica ap6s a eliminacao de D. immitis
Se o gato sobreviver a morte dos parasitas (larvas e adultos) podera continuar a manifestar
sinais clinicos decorrentes de lesdes pulmonares permanentes. Um exemplo € a hiperplasia
dos pneumdcitos do tipo Il que promove a substituicdo dos pneumdécitos de tipo | (Dillon,
Warner & Brawner, 1995, citados por Nelson, 2008).

5. Diagnéstico

A verdadeira prevaléncia de infecgao por D. immitis esta provavelmente subestimada devido
as limitagdes de diagnodstico, e a maior tendéncia dos gatos exibirem apenas sinais clinicos
transitorios ou morrerem subitamente (Nelson et al., 2007). A incidéncia clinica global de
dirofilariose nos gatos é baixa, logo o indice de suspeita € muitas vezes minorado, a
eosinofilia é transitoria ou ausente, os achados electrocardiograficos sao raros, e a maioria
dos gatos nao apresentam microfilarémia (Atkins, 2007b). O diagnéstico deve ser realizado
com uma combinacgao de varios testes devido as baixas cargas parasitarias e baixos titulos
de antigénios nos gatos (Atkins, 1999, citado por Litster & Atwell, 2008b). As diferencas
temporais no desenvolvimento do parasita, a resposta imunitaria do hospedeiro e a doenga
organica, assim como a regressao espontadnea das lesdes, podem levar a discrepancias

entre os achados clinicos, seroldgicos e radiograficos (Nelson et al., 2007).

5.1. Anamnese e exame fisico
5.1.1. Sinais cronicos

Os sinais clinicos associados com a DFel podem ser inespecificos: letargia, anorexia, perda
de peso (Atkins, DeFrancesco & Miller, 1998, Hawkins, 1989, citados por Miller, 1998a;
Nelson et al., 2007) e podem comprometer predominantemente o sistema respiratério e
gastrointestinal (Miller, 1998a). Sao frequentes sinais de doenga respiratoria crénica como
uma taquipneia persistente, tosse intermitente e dispneia.
Um sopro cardiaco sistolico pode estar presente quando os parasitas se encontram na
juncao atrioventricular direita interferindo com a fungao valvular tricuspide.
O vomito intermitente n&o relacionado com as refeigdes é frequentemente reportado e em
zonas endémicas quando outras causas ndo sao evidentes pode levantar suspeitas de uma
infeccao por D. immitis (Malik et al., 1998, citados por Bowman et al., 2002; Nelson et al.,
2007), no entanto, a sua patogenia permanece desconhecida (Litster & Atwell, 2008b).
Outras anormalidades, como o pneumotérax (Smith, Scott-Moncrieff & Rivers, 1998), o
hidrotérax, o quilotérax, a ascite, a ataxia, as convulsdes e a sincope ja foram relatadas mas
s&o raras (Venco, C. Genchi, M. Genchi, Grandi & Kramer, 2008a; Nelson et al., 2007).
Apesar de rara, a insuficiéncia cardiaca direita e a cor pulmonale podem ser associadas a
uma DFel cronica e podem manifestar-se através de derrame pleural (hidrotérax ou

quilotérax), ascite ou ambos (Atkins, 2005a).

18



Os parasitas podem alcancar localizagbes ectopicas como a pele (Dillon et al., 1987, citados
por Bowman et al., 2002) ou o encéfalo. Nesses casos, 0s sinais associados com a infecgéo
estdo relacionados com o sistema de 6rgdos danificado pelas larvas em migragéo (Bowman
et al., 2002).

5.1.2. Sinais agudos
Uma sindrome hiperaguda, consistindo em sinais como dispneia, ataxia, colapso,
convulsdes, hemoptise, ou, por vezes, morte subita, pode surgir sem aviso prévio (Nelson et
al., 2007). Até a ocorréncia desta sindrome, o gato pode ser totalmente assintomatico
(Genchi et al., 1995, citados por Liu et al., 2005). Na Australia foi relatado que 47% dos
gatos com DFel exibiram morte subita (Court et al., 2000, citados por Litster et al., 2008a).
O colapso agudo é uma apresentagao clinica muito mais frequente na DFel que na DCan
(Ralston et al., 1998, citados por Litster, Atkins & Atwell, 2008a). A morte subita em gatos
infectados com D. immitis tem sido atribuida ao colapso circulatério e a insuficiéncia
respiratoria quer devido a um enfarte arterial pulmonar agudo (Atkins, DeFrancesco & Miller,
1998, Hawkins, 1989, citados por Miller, 1998a) causado por tromboembolismo resultante da
morte das dirofilarias adultas (Dvorak, 2000, citado por Litster et al., 2008a) quer a uma
reaccao anafilactica precipitada pela morte do parasita (Litster et al., 2008a).
Procedimentos de extracg¢ao cirdrgica em que ocorra a disseccao acidental das dirofilarias
resultaram numa reacgédo semelhante a choque agudo e a morte do gato. Sugeriu-se que a
destruicdo da cuticula da dirofilaria causa a subita libertagdo de grandes quantidades de
antigénios, resultando em anafilaxia sistémica aguda (Dvorak, 2000, citado por Litster et al.,
2008a). Litster et al. (2008a) injectaram antigénios de D. immitis IV em gatos, e estes
desenvolveram uma reac¢ao semelhante ao choque agudo. A severidade da reacgao estava
relacionada com a forma e a quantidade dos antigénios administrados.
Apesar de rara, outra causa de morte subita pode ser a Sindrome da Veia Cava. Esta foi
descrita pela primeira vez em gatos por Takehashi et al. (1988, citados por Strickland, 1998)
e esta associada com uma mortalidade elevada e um prognéstico reservado. Venco et al.

(2008a) relataram a morte de um gato devida a Sindrome da Veia Cava.

5.1.3. Diagnosticos diferenciais
As doencas que apresentam sinais respiratérios semelhantes a DFel e que devem constar
da lista de diagndsticos diferenciais incluem asma felina, cardiomiopatia, pneumonia
(bacteriana, viral, fungica ou por protozoarios), neoplasias pulmonares (primarias ou
metastaticas) e infecgbes por A. abstrusus e P. kellicotti. As lesdes parenquimatosas
pulmonares observadas em todas estas doencas sao similares aquelas observadas na DFel,
mas as alteragdes das artérias pulmonares descritas sdo Unicas desta ultima doenga. Gatos

com doenca cardiaca primaria e insuficiéncia cardiaca congestiva podem ter alargamento da
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artéria pulmonar mas as artérias nao ficam tortuosas ou arredondadas e estdo normalmente
associadas com dilatacdo pulmonar venosa concorrente. Quando os parasitas adultos
alcangam as artérias pulmonares podem causar pneumonite e sinais radiograficos
semelhantes aos verificados na asma felina. Nesta fase da doenca os titulos de anticorpos
serao muito provavelmente positivos, mas o resultado do teste para detecg¢édo de antigénios
sera quase invariavelmente negativo. Estes gatos respondem favoravelmente a
administracdo de corticoesterdides, assim como o0s gatos com asma, tornando a

diferenciacado das duas doencgas bastante dificultada (Miller, 1998a).

5.2. Diagnéstico laboratorial
Este diagnéstico implica a utilizagdo de distintos métodos, alguns dos quais necessitam de
ser repetidos multiplas vezes. Os métodos mais Uteis sdo a serologia, a radiografia toracica
e a ecocardiografia (Nelson et al., 2007). Nao existe um teste Unico capaz de eliminar a
suspeita de DFel (Carleton & Tolbert, 2004).

5.2.1. AlteracBes hematoldgicas e bioquimicas

As anormalidades detectadas nas analises sanguineas de rotina sdo muitas vezes
inespecificas. Um achado frequente é uma anemia n&o regenerativa e aumento do niumero
de eritroblastos. A eosinofilia € um achado inconstante, mesmo em amostras seriadas.
Experimentalmente, a eosinofilia periférica ocorre mais frequentemente quatro a sete meses
pos-infecgcado e depois de forma intermitente. Se ocorrer basofilia periférica associada com
eosinofilia, um diagndstico de DFel deve ser investigado. A hiperglobulinémia é uma das
poucas anormalidades bioquimicas frequentemente observadas (Dillon, 1984, citado por
Miller, 1998a).

5.2.2. Testes para a deteccdo de microfilarias

Embora os testes para a detecgdo de microfilarias tenham um valor baixo de sensibilidade,
um teste positivo estabelece um diagnéstico definitivo (Miller, 1998a).

De notar que, em algumas regibes podem ser encontradas microfilarias de D. repens
(Nelson et al., 2007) sendo necessario proceder a sua distincdo relativamente as
pertencentes a D. immitis, podendo utilizar-se a coloracdo da fosfatase acida. As
microfilarias de D. immitis apresentam uma coloragao intensa do poro excretor e do poro
anal, enquanto o resto do corpo permanece descorado (Nuchprayoon et al., 2006), as
microfilarias de D. repens apresentam apenas um local de actividade da fosfatase acida ao
passo que nas microfilarias de Acantocheilonema todo o corpo fica corado (Genchi, Venco &
Genchi, 2007). Peribanez et al. (2001) propbés a utilizagdo de um teste comercial

(Leucognost-SP®) pela sua rapidez e simplicidade na distingao das espécies de microfilarias.
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Também, técnicas como PCR permitem identificar as varias espécies de microfilarias (Mar,
Yang, Chang & Fei, 2002; Nuchprayoon et al., 2006; Rishniw et al., 2006).

5.2.3. Serologia
Desde que haja L5 e adultos capazes de causar sinais clinicos de doenga no gato, tanto o
teste para a detecgdo de anticorpos quanto o teste para a deteccdo de antigénios sao
ferramentas uteis e quando usados em conjunto aumentam a probabilidade de fazer um
diagnoéstico apropriado (Nelson et al., 2007). Os estudos de Snyder et al. (2000) e de
Berdoulay et al. (2004) compararam varios testes para a deteccao de antigénios e de
anticorpos. Estes investigadores concluiram que se obtém uma maior sensibilidade e uma
maior especificidade quando ha associagao de um teste para a detecgado de antigénios de

D. immitis com um teste para a detecgao de anticorpos anti-D. immitis.

5.2.3.1. Testes para a deteccdo de antigénios de D. immitis
Os testes para a deteccdo de antigénios disponiveis actualmente detectam antigénios
provenientes dos Uteros das fémeas adultas (Weil, 1987; Miller, 1998a). Os testes para a
deteccdo de antigénios aprovados para cdes também podem ser utilizados em gatos
(Berdoulay et al., 2004). Infeccdes com baixas cargas parasitarias (uma ou duas fémeas
adultas), constituidas sé por machos ou por formas imaturas podem resultar em falsos
negativos (Datz, 2003). De notar, que mesmo cées microfilarémicos ja obtiveram resultados
negativos nos testes para a detecgdo de antigénios (Vezzani, Fontanarrosa & Eiras, 2008).
Um resultado negativo nao exclui DFel, mas um resultado positivo da uma forte evidéncia de
infecgdo. Estudos efectuados recorrendo a necropsias demonstraram que 50 a 70% dos
gatos infectados apresentam pelo menos um parasita fémea (Nelson et al., 2007).
Em gatos infectados experimentalmente a antigenémia detectavel desenvolveu-se entre os
5,5 e os 6 meses poés-infeccao (Dzimianski, J. McCall & C. McCall, 1986, citados por
Goodwin, 1998). Os resultados de varios estudos (ecocardiograficos, experimentais e de
necrépsia) sugerem que aproximadamente 40% dos gatos infectados por adultos de
D. immitis apresentam resultados positivos nos testes para a detec¢ao de antigénios (Atkins,
DeFrancesco & Coats, 1998, Atkins, DeFrancesco & Miller, 1998, Genchi, Kramer & Venco,
1998, citados por Miller, 1998a).
A maioria dos testes utiliza a técnica de ELISA (em micropogos ou em membrana) ou a
técnica de imunocromatografia (Berdoulay et al., 2004).
A sensibilidade dos testes disponiveis no mercado tem aumentado (Vezzani et al., 2008) e
estes sao altamente eficazes na deteccao de infecgdes com pelo menos uma fémea adulta
(Nelson et al., 2007). Nos EUA, estdo aprovados varios testes rapidos, realizaveis nas
clinicas (“in-clinic”), que permitem a deteccdo de antigénios de D. immitis a partir de sangue
felino. Os laboratérios IDEXX comercializam, desde 2002, o teste “IDEXX’s SNAP® Feline
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Heartworm” (IDEXX, 2002) (com uma sensibilidade de 79,3%, segundo Berdoulay et al.,
2004) e desde 2008, o teste “IDEXX's SNAP® Feline Triple™” (que além de detectar
antigénios de D. immitis, detecta antigénios de FelLV e anticorpos de FIV) (IDEXX, 2008).
Segundo o fabricante, este Ultimo teste apresenta uma sensibilidade de 86,7% e uma
especificidade de 100% na detecgédo do parasita (IDEXX, 2009). A Synbiotics Corporation
comercializa o teste DiroCHECK® (Synbiotics, 2009a) (sensibilidade de 86,2% segundo
Berdoulay et al., 2004) e o teste Witness® HW (Synbiotics, 2009b).

5.2.3.2. Testes para a deteccdo de anticorpos anti-D. immitis em gatos
Os testes para a detecgao de anticorpos anti-D. immitis tém a vantagem de serem capazes
de detectar a exposicdo a larvas ou adultos de ambos os sexos que estimulem uma
resposta imunitaria detectavel tdo cedo como um a dois meses pés-infeccdo (McCall,
Guerrero, & Supakorndej, 1998, citados por Miller, 1998a; Nelson et al., 2007). Mesmo apos
a eliminagao das larvas, numa infecgao imatura, os testes podem manter-se positivos por
nove a doze meses (Miller, 1998a). Para os testes felinos de anticorpos anti-D. immitis ja foi
relatada uma sensibilidade tédo elevada como 98% e uma igual elevada especificidade
(Nelson et al., 2007). Embora, estudos em que foram realizadas necrépsias de gatos
naturalmente infectados tenham indicado um intervalo de sensibilidade variando desde 32%
a 89% (Nelson et al., 2007), no estudo efectuado por Berdoulay et al. (2004) em 380 gatos
foram obtidos valores de sensibilidade de 62,1% e 72,4% e de especificidade de 98,6% e
80,9% para os testes “Synbiotics Withess Ab” e “Antech Diagnostics Ab”, respectivamente.
Os gatos que apresentem anticorpos especificos e sinais clinicos ou achados radiograficos
consistentes com DFel tém grande probabilidade de estarem infectados com D. immitis
(Goodwin, 1998). Os gatos infectados que possuam sinais clinicos apresentam maior
probabilidade de obterem resultados positivos para o teste de deteccado de anticorpos que
os gatos infectados assintomaticos (Nelson et al., 2007).
Os gatos com resultados negativos nos testes para deteccao de anticorpos anti-D. immitis
podem estar livres da infecgao ou podem ter estado expostos apenas recentemente (um a
dois meses). Os gatos com sintomatologia que apresentem resultados negativos nos testes
para a detecgdo de anticorpos e que noutros exames complementares (e.g. radiografia)
obtenham o suporte ao diagnéstico de DFel, devem merecer uma avaliagao posterior. Esta
avaliacdo deve incluir um ecocardiograma, um teste para a deteccédo de antigénios, um teste
adicional para a detecgdo de anticorpos (usando um laboratério alternativo) e, em casos
seleccionados, angiografia ndo-selectiva (Green, Lord, & Grieve, 1983, Rawlings, 1990,
citados por Miller, 1998a).
A detecgao de anticorpos de larvas L3 e L4 (que podem ser eliminadas antes de alcangarem
as artérias pulmonares) e a presenca de anticorpos devida a infec¢des anteriores por

D. immitis diminuem a especificidade deste teste (Snyder et al., 2000). De notar que, um
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resultado positivo pode ser também obtido em infecgdes ectdpicas (Goodwin, 1998). Além
disso, os anticorpos nem sempre foram detectados em gatos infectados por este parasita
(McCall, Dzimiansky, & McTier, 1992, citados por Berdoulay et al., 2004). Em dois estudos,
observou-se que 14% dos gatos infectados apresentaram resultados negativos na detecgao
de anticorpos (Atkins, DeFrancesco, & Coats, 1998, Genchi et al., 1998, citados por Litster &
Atwell, 2008b). Num estudo efectuado com 1348 gatos assintomaticos, Kalkstein, Kaiser, &
Kaneene (2000) relataram que mais de 20% dos animais infectados e com antigénios para
D. immitis obtiveram resultados negativos nos testes para a detecgao de anticorpos.

Existem diferentes testes para a deteccao de anticorpos no mercado, cada um dos quais
com diferentes sensibilidades para cada estado de desenvolvimento larvar, por isso,
resultados discordantes de testes sao comuns (Nelson et al., 2007).

E comercializado um teste rapido, realizavel nas clinicas (“in-clinic”), para a detecgéo de

anticorpos felinos anti-D. immitis: Heska™ Solo Step™ FH (Heska, 2009).

5.3. Diagndstico imagiolégico
5.3.1. Radiografiatoracica

A radiografia toracica permite observar alteracdes sugestivas de DFel e permite verificar a
severidade da doenca e monitorizar a sua progressao (Nelson et al., 2007).

Os achados radiograficos mais caracteristicos de DFel sdo a dilatagdo e a tortuosidade da
artéria pulmonar e dos seus ramos caudais (Miller, 1998a). Estas caracteristicas vasculares
sdo melhor visualizadas na incidéncia ventrodorsal e podem ser visiveis apenas na artéria
pulmonar caudal direita, onde os parasitas sao encontrados mais frequentemente. A
morfologia caracteristica das artérias pulmonares em gatos infectados, ao contrario dos
caes, tende a normalizar e pode desaparecer completamente, ndo deixando nenhuma
evidéncia de infeccdo. A dilatagdo da artéria pulmonar principal pode ocorrer em gatos
infectados massivamente mas nao é um marcador fiavel, uma vez que a maioria dos gatos
nao desenvolve hipertensao pulmonar significativa e essa artéria encontra-se obscurecida
pela silhueta cardiaca (Nelson et al., 2007). Normalmente, o padrao inflamatério do
parénquima pulmonar é peribronquico. No entanto, pode haver um padrao alveolar difuso
em casos de maior gravidade (Dillon, 2007). Esse padrdo pulmonar pode desaparecer
dentro de poucos meses, sendo uma caracteristica secundaria comum, sugestiva mas nao
patognomonica de DFel. Outros achados pulmonares menos comuns incluem
radiodensidades focais parenquimatosas, lobos pulmonares consolidados, derrame pleural
ou pneumotérax (Nelson et al.,, 2007; Smith et al., 1998). A avaliacdo das artérias
pulmonares pode ser dificultada pela presenca de alteragdes pulmonares parenquimatosas
significativas (Dillon, 2007). Os gatos com dirofilariose podem apresentar uma silhueta
cardiaca aumentada nas radiografias toracicas (Litster, Atkins, Atwell, & Buchanan, 2005),

se bem que este achado seja considerado raro (Nelson et al., 2007). Vencho, C. Genchi, M.
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Genchi, Grandi, & Kramer (2008a) realizaram um estudo em 34 gatos assintomaticos
infectados com D. immitis. Estes investigadores verificaram que os achados radiograficos
mais frequentes foram o padrdo parenquimatoso broncointersticial focal (n = 4) ou difuso
(n =4). As alteragdes vasculares (n = 2) e o derrame pleural (n = 1) foram pouco frequentes.
Todos os gatos que mostraram alteragdes broncointersticiais focais recuperaram dos sinais

clinicos. A morte ocorreu em dois dos quatro gatos  figyra 4 - Radiografia toracica

com padrdo broncointersticial difuso, em um dos dorsoventral de um gato com DFel.
Esta projeccdo ¢é frequentemente a
dois gatos que apresentou alteragdes vasculares € melhor para apreciar o alargamento subtil
das artérias lobares caudais. Uma
proporg¢ao maior que 1,6:1 entre a largura
Segundo Vencho et al. (2008a), a avaliagdo da da arteria pulmonar quando atravessa a
nona costela (setas) e a largura da
silhueta cardiaca ndo é uma ferramenta de prépria costela é sugestiva de um
. . b . , i ial Miller,
diagnéstico fiavel para a DFel. Também, Schafer & ;n;gg:?nte aumento  arterial  (Miller
Berry (1995, citados por Litster & Atwell, 2008b)

demonstraram que o critério radiografico mais

no unico gato que apresentou derrame pleural.

sensivel (artéria pulmonar caudal esquerda num
racio médio maior que 1,6 vezes a nona costela, no
nono espago intercostal e na projeccao
ventrodorsal) apenas detectou 53% dos casos
(Schafer & Berry, 1995, citados por Litster & Atwell,
2008b; Litster et al., 2005).

Ja foi demonstrado que os achados radiograficos
sao frequentemente transitérios. As alteragdes
radiograficas também foram encontradas em gatos
que nao estavam infectados por adultos de

D. immitis (Selcer, Newell, Mansour, & McCall,

1996, citados por Atkins, 2007a). Em alguns gatos,
a radiografia toracica nao fornece evidéncias da doenga (Schafer & Berry, 1995, citados por
Litster & Atwell, 2008b; Nelson et al., 2007), mas nao deve ser excluido um diagnéstico de

DFel apenas com base neste exame complementar.

5.3.2. Ecocardiografia
A ecocardiografia em gatos é muito util no diagnéstico de DFel (Atkins et al., 2008). A
sensibilidade deste método é dependente da pericia do operador e com alguns
investigadores foi reportada uma sensibilidade de 100% (Genchi et al., 1998, citados por
Litster & Atwell, 2008b).
Tem sido relatado um intervalo de sensibilidades desde 34% até 100%, sugerindo que em
mais de 50% dos casos, os adultos de D. immitis podem ser visualizados dentro das

camaras cardiacas ou das artérias pulmonares (Miller, 1998a). As camaras do lado direito
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do coragao felino podem ser investigadas por ecocardiografia 2D e um acesso a artéria
pulmonar principal, e a um segmento relativamente longo das artérias pulmonares direitas e
uma pequena porcdo das artérias pulmonares esquerdas ainda que limitado pode ser
conseguido (Miller, 1998a; Nelson et al., 2007). Os adultos de D. immitis apresentam-se
como estruturas hiperecogénicas paralelas (Atkins, 2007a) com cerca de 0,7 a 1,2 mm de
espessura, separadas aproximadamente por 0,5 a 1,0 mm e sdo comummente descritos
como se assemelhando ao “sinal de igual (=)". O comprimento é variavel reflectindo o
angulo, no qual as dirofilarias estdo alinhadas relativamente ao plano de imagem
ecocardiografica (Miller, 1998a). Por vezes, parasitas adultos mortos podem ser
reconhecidos pelo colapso dos lados paralelos da parede do corpo (Nelson et al., 2007).

A ecocardiografia, para a detec¢ao de dirofilarias, € considerada mais sensivel em gatos do
que em caes (Atkins, 2007a) visto que uma dirofilaria adulta é relativamente mais longa
comparativamente com o comprimento das artérias pulmonares dos gatos, estendendo-se
desde os ramos distais até aos segmentos proximais onde elas podem ser visualizadas.
Geralmente, em casos suspeitos de DFel, a elevada especificidade deste exame permite a
confirmacao de infeccdo por D. immitis com uma duracdo de pelo menos cinco meses
(Nelson et al.,, 2007). A quantificacdo da carga parasitaria é dificil devido aos parasitas
adquirirem uma forma em espiral. Esse facto permite que os ecos interceptem as dirofilarias
em multiplos locais, originando imagens ecograficas multiplas que potencialmente
promovem uma sobrestimacdo do numero de parasitas (Miller, 1998a; Nelson et al., 2007;
Atkins et al., 2008). De salientar, que também & possivel obter resultados falso-positivos
devido a presenca ocasional de densidades lineares da parede arterial pulmonar (Atwell et
al., 2001, citados por Litster & Atwell, 2008b).

Figura 5 — Ecocardiografia de um gato com um Figura 6 - Angiograma nao-selectivo

adulto de D. immitis na artéria pulmonar (seta) lateral de um gato com DFel.

(adaptado de http://www.vetmed.auburn.edu/ Observar o alargamento e a tortuosidade das

distance/cardio/home.html; acedido em Mai 2, 2009) artérias pulmonares (seta) (adaptado de
Miller, 1998a)
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5.3.3. Angiografia ndo-selectiva
A angiografia ndo-selectiva é util no diagnéstico de DFel. Este método permite a avaliacao
do tamanho e da morfologia das artérias pulmonares mesmo quando esta presente doenga
pulmonar parenquimatosa grave. Anormalidades angiograficas associadas com DFel
incluem artérias pulmonares tortuosas e dilatadas, obstrucéo arterial pulmonar e defeitos de
preenchimento lineares (Miller, 1998a; Atkins, 2007a). O uso da angiografia nao-selectiva
deve ser limitado a casos em que o diagnostico definitivo ndo possa ser alcangado por

meios menos invasivos, como a ecocardiografia (Miller, 1998a).

5.4. Necrdpsia

Numa area endémica de dirofilariose, qualquer gato suspeito de ter DFel ou que morra
subitamente de causa desconhecida deve ser submetido a uma necrépsia meticulosa
(Miller, 1998a; Nelson et al., 2007). E imprescindivel uma boa observacdo da Veia Cava, do
lado direito do coragcido e das artérias pulmonares, visto que a presenca de um ou dois
parasitas pode ser facilmente negligenciada, em particular, se estiverem localizados nas
artérias pulmonares caudais, se forem imaturos e se estiverem mortos (e fragmentados).
Porque as dirofilarias ocasionalmente se restringem a locais ectépicos, as artérias
sistémicas e as cavidades corporais devem ser bem examinadas. Se ocorrerem sinais
neuroldgicos, o cérebro e a medula espinhal devem também ser bem examinados (Nelson
et al., 2007).

6. Tratamento

6.1. Tratamento médico
Actualmente, é apenas recomendado o tratamento sintomatico dos gatos infectados
(Strickland, 1998; Miller, 1998a; Nelson et al.,, 2007). O tratamento adulticida
(Tiacetarsamida ou Melasormina) coloca o gato em risco de morte subita como resultado de
colapso circulatério e de insuficiéncia respiratoria (Dillon, 1984, Calvert et al., 1989, citados
por Atwell & Lister, 2002).

6.1.1. Tratamento sintoméatico de suporte
No caso de um gato assintomatico mas com evidéncias radiograficas de DFel, é prudente
esperar até que ocorra uma cura espontinea (Genchi et al., 2008). Os gatos que
apresentem tosse ou dispneia podem responder a administracdo de corticosterdides e
broncodilatadores (Miller, 1998a). A Prednisolona em doses progressivamente diminuidas
providencia um tratamento médico eficaz para gatos infectados, com evidéncia radiografica
de doenca pulmonar, que aparentem ou nao estar doentes. Este tratamento também deve

ser iniciado sempre que os testes para a deteccdo de anticorpos e/ou antigénios
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apresentem resultados positivos e que os gatos demonstrem sinais clinicos (Nelson et al.,
2007). Um regime oral de 2 mg/kg/dia de Prednisolona, durante duas semanas, realizando
progressivamente uma redugdo da dose até 0,5 mg/kg QOD. Nesse tempo, os efeitos do
tratamento devem ser reavaliados com base na resposta clinica e nas radiografias toracicas.
Este tratamento deve ser repetido em gatos com sinais clinicos recorrentes (Nelson et al.,
2007). A Teofilina pode ser administrada na dose de 25 mg/kg PO SID (Miller, 1998a). Os
diuréticos ndo sao adequados, mesmo em gatos infectados com padrées pulmonares
alveolares ou intersticiais severos (Nelson et al., 2007). Experimentalmente, o Acido
Acetilsalicilico nao apresentou beneficios significativos na redugao da inflamagao causada
pelo parasita, pelo que nao é recomendado (Rawlings et al., 1990).

Os gatos que apresentem sinais agudos da doenca devem ser estabilizados prontamente.
Dependendo das circunstancias, devem ser administrados corticosterdides intravenosos,
solugdes hidroelectroliticas, broncodilatadores e oxigénio (Nelson et al.,, 2007; Atkins,
2005a). Em caso de choque (devido a embolizagao e a destruicdo de D. immitis mortas) sao
recomendadas altas doses de corticoesterdides: 1 a 2 mg/kg TID (Venco, 2007) ou 50 a 100
mg IV/gato (Atkins, 2005a) de Prednisolona ou 1 mg/kg IV ou IM de Dexametasona (Atkins,
2005a). Devem ser administrados broncodilatadores (Aminofilina 6,6 mg/kg IM BID ou,
Teofilina de libertagéo prolongada 25 mg/kg PO ou, Terbutalina 0,01 mg/kg SC) e oxigénio
(Atkins, 2005a).

Frequentemente, o tratamento de suporte € bem sucedido na melhoria da sintomatologia
dos animais que apresentam DFel. No entanto, a ocorréncia de morte subita em gatos
infectados é imprevisivel (Atwell & Litster, 2002). A evolugdo da infeccdo nos casos
subclinicos pode ser monitorizada periodicamente com intervalos de seis a doze meses por
repeticdo dos testes para a deteccdo de anticorpos e de antigénios, bem como das
radiografias toracicas. A regressao dos sinais radiograficos e a ndo deteccao de antigénios
pelos testes fornecem evidéncias que o periodo de maior risco, provavelmente, ja passou
(Nelson et al., 2007).

6.1.2. Tratamento adulticida

O tratamento adulticida ndo é recomendado devido ao elevado risco associado, a falta de
beneficios claros, e ao curto periodo de vida de D. immitis nos gatos (Atkins, 2005a; Nelson
et al., 2007). Este tratamento ndo é aconselhado uma vez que a morte dos parasitas
aumenta as reaccgdes inflamatorias e o risco de desenvolvimento de reacgdes anafilacticas
(Nelson et al., 2007).

A Tiacetarsamida ndo é recomendada pois os gatos apresentam complicagdes
tromboembdlicas graves apos o tratamento. A taxa de mortalidade encontrada foi de 30%
dos pacientes (Dillon, 1984, Atkins, DeFrancesco, & Coats, 1998, citados por Miller, 1998a).
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Além disso, a Tiacetarsamida € um adulticida menos eficaz nos gatos que nos caes (eficacia
relatada <70%) (Turner et al., 1989, citados por Lister & Atwell, 2007)

Ainda existe uma experiéncia insuficiente com a administracdo de Melarsomina, ndo sendo
pois recomendada para gatos. Dados preliminares sugerem que a Melarsomina €& téxica
numa dose maior que 3,5 mg/kg IM (Nelson et al., 2007).

No estudo retrospectivo efectuado por Atkins, DeFrancesco e Coats (1998, citados por
Miller, 1998a) que tentava comparar os resultados em animais tratados com adulticida
versus nao tratados com adulticida (e recebendo apenas tratamento sintomatico)

observou-se nao haver diferencga significativa na sobrevivéncia a longo-termo.

6.1.3. Tratamento microfilaricida
O tratamento microfilaricida € raramente necessario uma vez que mais de 80% dos gatos
nao apresentam microfilarémia. Administradas mensalmente, tanto a lvermectina (24 ug/kg
PO) como a Milbemicina (2 mg/kg PO) sao microfilaricidas eficazes e devem promover a

auséncia de microfilarémia trés a doze meses ap6s o inicio do tratamento (Miller, 1998a).

6.1.4. Tratamento anti-Wolbachia
As tetraciclinas inibem o desenvolvimento inicial das dirofilarias e bloqueiam a
embriogénese de D. immitis, presumivelmente pela eliminacdo de Wolbachia do parasita
(Taylor, Bandi, Hoerauf & Lazdins, 2000; Taylor et al., 2005; Kramer, 2006; McCall et al.,
2008). As espécies de filarideos que ndo albergam Wolbachia (e.g. Acanthocheilonema
viteae) ndo sao afectadas pelas tetraciclinas (McCall et al., 1999; Hoerauf et al., 1999). No
estudo de McCall et al. (2008), o tratamento com Doxiciclina em cées resultou na
infertilidade das dirofilarias fémeas e na supressao da microfilarémia. Além disso, larvas L3
recolhidas de mosquitos que se alimentaram em sangue de caes microfilarémicos tratados
com Doxiciclina eram normais em aparéncia e motilidade mas ndo eram capazes de se
desenvolver nos caes (McCall et al., 2008). Logo, o tratamento com Doxiciclina em caes
previne posterior transmissdo da doenga mesmo quando as microfilarias estdo presentes.
Em caes, foi sugerido que a administragao de Doxiciclina com lvermectina, por varios meses
antes da administracdo de Melarsomina (ou possivelmente sem a administracdo desta),
poderia eliminar as dirofilarias adultas. Este tratamento permitiria um menor potencial de
tromboembolismo que o tratamento associado apenas a administracdo de Melarsomina,
além de impedir a transmissdo do parasita. McCall et al. (2008) encorajaram a
administracdo da associagdo Doxiciclina com lvermectina como um tratamento adulticida
alternativo para gatos, em especial, porque nestes animais o tratamento com Melarsomina

apresenta risco elevado de vida.
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6.2. Tratamento cirlrgico

A remocéo cirurgica de adultos de D. immitis é praticavel e é eficaz em gatos sintomaticos.
No entanto, as dirofilarias devem ser previamente localizadas por ecografia, tendo de se
encontrar em localizagbes acessiveis aos instrumentos cirurgicos (Nelson et al., 2007;
Litster & Atwell, 2008b). Este tipo de tratamento é atractivo por minimizar o risco de
tromboembolismo (Atkins, 2005a). Mesmo que nao seja possivel retirar todos os parasitas, €
uma alternativa razoavel nos gatos com elevadas cargas parasitarias e em estado critico
(Nelson et al., 2007). A cirurgia esta especialmente indicada nos casos da Sindrome da Veia
Cava (Venco, 2007).

A cateterizagao transjugular e a remogao das dirofilarias utilizando forceps aligator (Figura
7), férceps de preensdo endoscopica (“endoscopy grasping forceps”) (Figura 8) ou catéteres
de recolha tipo cesto (“basket-type retrieval catheters”) (Figura 9) foram descritos na
literatura (Glaus et al., 1995, Borgarelli et al., 1997, Atwell, 1998, MclIntosh, Bright, & Daniel,
1999, Brown et al., 1999b, Atwell & Litster, 2002, citados por Litster & Atwell, 2008b). Small
et al. (2008) utilizaram um catéter de lago pescogo de ganso em nitinol (“nitinol gooseneck
snare catheter”) (Figura 10) para a remogédo de D. immitis adultas de dois gatos. Estes
autores consideraram-na uma técnica segura e eficaz para a remogao dos parasitas do atrio
direito e do ventriculo direito (Small et al., 2008). Outras técnicas cirirgicas mais invasivas
incluem o acesso pelo atrio direito e a arteriotomia da pulmonar principal (Brown et al.,
1999b, citados por Litster & Atwell, 2008b). Em 13 gatos, Atwell & Lister (2002) obtiveram

uma taxa de sucesso de 96% na extracgao de D. immitis adultas por venotomia da jugular.

Figura 7 — Férceps aligator (adaptado de Figura 8 — Férceps de preensédo endoscopica
http://www.cordismedicine.eu/Q1011%20 (adaptado de http://www.cookmedical.com/esc/
Alligator%20forceps.jpg; Set 23, 2009) dataSheet.do?id=723; Set 23, 2009)

ERRREEE

Figura 9 — Catéter de recolhatipo cesto Figura 10 — Catéter de laco pescoco de ganso
(adaptado de http://www.carencureindia.com/ (adaptado de http://www.ev3.net/peripheral/us/
alton.html; Set 23, 2009) procedural-support/amplatz-goose-ne; Set 23, 2009)
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Frequentemente, a extraccdo das dirofilarias resulta numa melhoria clinica. Small et al.
(2008) relataram que a remogdo dos parasitas adultos resolveu os sinais clinicos de
insuficiéncia cardiaca direita congestiva e de quilotérax. Para além disso, hum gato nao foi
necessaria a remoc¢ao de todos os adultos de D. immitis para a resolugao dos sinais clinicos.
De notar, que a remogéao cirurgica implica riscos. Os danos acidentais provocados nos
parasitas durante a extraccado podem resultar em choque e em morte (Sisson, 1998, Brown
et al., 1999b, citados por Litster & Atwell, 2008b), possivelmente devido a uma reacgao

anafilactica causada pela libertagdo massiva de antigénios do parasita.

7. Seguimento dos gatos infectados

Nelson et al. (2007) recomendam a repeticdo dos testes seroldgicos de todos os gatos
infectados com intervalos de seis a doze meses com o propésito de monitorizar a evolugao
da infecgao, tenham ou nao sinais clinicos, e quer tenham recebido tratamento sintomatico,
adulticida ou cirurgico. A repeticao dos testes serolégicos deve incluir tanto os testes para a
deteccao de antigénios como os testes para a detecgdo de anticorpos anti-D. immitis.

O intervalo de repeticao dos testes deve ser consistente com as circunstancias clinicas.
Para gatos assintomaticos, uma repeticao dos testes seroldgicos anual pode ser adequada.
Os gatos que apresentem resultados positivos nos testes para a detec¢ao de antigénios de
D. immitis devem repetir os testes serolégicos com intervalos de quatro a cinco meses até
ao desaparecimento da antigenémia detectavel (como resultado da provavel eliminacao do
parasita). Uma vez que os gatos apresentem resultados negativos no teste para a detecgéo
de antigénios e estejam clinicamente normais, as repeti¢gdes adicionais dos testes para a
deteccao de anticorpos tornam-se opcionais. Na realidade, os anticorpos podem persistir por
um periodo indeterminado de tempo apds a eliminagdo dos parasitas. Mesmo que os gatos
sejam submetidos a profilaxia, se houver exposi¢cdo continuada ao parasita podem
apresentar resultados positivos nos testes para a deteccdo de anticorpos (Nelson et al.,
2007).

8. Profilaxia

Devido ao elevado risco de infecgao, a elevada taxa de mortalidade e ao resultado
imprevisivel da infecgao felina, a profilaxia € o Unico meio efectivo e seguro de proteger os
gatos que vivem em areas endémicas de dirofilariose canina (Genchi et al., 2008; Tuzio et
al., 2005). Mesmo os animais mantidos estritamente em casa podem ser infectados. Os
proprietarios devem ser avisados sobre o risco potencial de infeccdo de D. immitis nas suas

comunidades (Nelson et al., 2007).
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8.1. A importancia dos testes seroldgicos antes da profilaxia
As complicagbes associadas com a administracdo de farmacos profilacticos sdo raras e
quase sem excepgao encontram-se associadas a uma elevada concentracido de
microfildrias no sangue. Como raramente os gatos apresentam numeros elevados de
microfilarias circulantes, a probabilidade de ocorrerem essas complicacdes é bastante
reduzida (Miller, 1998a). A maioria dos gatos que apresenta resultados positivos nos testes
para a deteccao de anticorpos anti-D. immitis esta apenas transitoriamente infectada com o
quarto estado larvar. A detecgdo de anticorpos ndo permite distinguir a presenca de larvas
migrantes jovens e uma infecgao por adultos. Além disso, efectuar os testes para a detecgao
de anticorpos em gatos que ja recebem quimioprofilacticos ndo oferece mais-valias, pois a
exposicao frequente a larvas, mesmo quando sao eliminadas por esses farmacos, também

promove a producao de anticorpos (Nelson et al., 2007).

8.2. Farmacos utilizados para a profilaxia da dirofilariose felina
Os farmacos profilacticos devem ser iniciados em gatinhos a partir das oito semanas de
idade e devem ser administrados mensalmente a todos os gatos em areas endémicas de
dirofilariose durante o periodo sazonal de transmissao desta doenga (Nelson et al., 2007) ou
durante todo o ano, segundo Atkins & Paul (2006).
Quando efectuada de forma sazonal, a profilaxia com macrdélidos deve iniciar-se no més
seguinte ao inicio da época de transmissao. A ultima dose deve ser administrada no 1.° dia
do més imediatamente a seguir ao esperado fim de transmissdo (Knight & Lok, 1998). A
eficacia retroactiva dos endectocidas macrélidos torna desnecessario que o inicio da
profilaxia coincida com o inicio da infecgdo. Mesmo que a infeccdo preceda a profilaxia
mensal em seis semanas ainda € esperada protecgao (McTier et al., 2000).
Atkins & Paul (2006) defendem a utilizagdo dos farmacos profilacticos todo o ano, ao invés
de serem utilizados apenas durante a época de transmissao tedrica. Entre as principais
razbes encontram-se a actividade contra outros parasitas ndo-sazonais, a maior cooperacao
por parte dos donos e a eficacia retroactiva para salvaguarda de doses omitidas.
A profilaxia é efectuada com macrélidos que sdo administradas em formulagcbes orais
(Ivermectina e Milbemicina oxima) ou topicas (Selamectina e Moxidectina) (Nelson et al.,
2007). Estes compostos sdo agentes antiparasitarios importantes porque possuem uma
actividade de largo espectro, uma elevada poténcia e um modo Unico de acc¢ao (Krautmann,
2000). O risco de efeitos adversos devido a morte das microfilarias é pequeno devido a
serem microfilaricidas de acgao lenta (excepto a Milbemicina) (McCall et al., 1996, citados
por McCall et al., 2007; Atkins & Paul, 2006) e porque a maioria dos gatos n&o apresenta
microfilarias ou apresenta baixas cargas de microfilarias. Apesar disso, deve ter-se
precaugédo apés a administracdo da primeira dose de macroélidos em gatos que se saibam

microfilarémicos (Atkins & Paul, 2006). No estudo efectuado em cées por McCall et al.
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(1996, citados por McCall et al., 2007), os macrolidos quando administrados mensalmente
por pelo menos 13 meses, com inicio 3 meses apos a infecgao, sao altamente eficazes na

prevencao da maturacéo dos parasitas, sendo de supor efeitos similares em gatos.

8.2.1. Ivermectina

A dose profilactica individual mensal de lvermectina para gatos € 24 ug/kg PO de peso
corporal (Nelson et al., 2007). Nesta dose a lvermectina é 100% eficiente na prevencao do
desenvolvimento de D. immitis em gatos, mesmo quando administrada 30 ou 45 dias depois
da inoculagdo com larvas infectantes (Paul, Acre, & Todd, 1994, citados por Miller, 1998a).
Os gatos que recebem lvermectina na dose preventiva e apds exposi¢ao ao agente, podem
desenvolver uma resposta detectavel de anticorpos anti-D. immitis apesar de estarem
completamente protegidos da infeccdo por adultos (Donoghue, Piché, & Radecki, 1998,
citados por Miller, 1998a). As doses profilacticas mensais de lvermectina prolongadas no
tempo possuem acgao contra D. immitis em desenvolvimento e criam um efeito de morte
lenta nos adultos, com inibicado precoce da embriogénese (McCall, 2005). Quanto mais
precoce for o tratamento menor é o tempo de sobrevivéncia dos parasitas e menor sera o
seu desenvolvimento. As formas de D. immitis que ja se encontrem completamente
desenvolvidas no inicio do tratamento n&do reduzem o seu numero mesmo apdés um
tratamento mensal prolongado, mas a massa de parasitas é reduzida pelo menos em 20%
devido a morte de todos os estados uterinos de microfilarias e a atrofia dos parasitas
(McCall et al., 2008).

8.2.2. Milbemicina oxima
Nos gatos, recomenda-se Milbemicina oxima numa dose mensal de 2 mg/kg de peso
corporal PO (Nelson et al., 2007). Nesta dose é extremamente eficaz e segura (Genchi et

al., 2004) e possui actividade contra outros endoparasitas (Schenker et al., 2007).

8.2.3. Selamectina
Nos gatos, a dose profilactica mensal de Selamectina, quando aplicada topicamente na
pele, é de 6 a 12 mg/kg de peso corporal (Nelson et al., 2007) sendo segura mesmo em
gatos com seis semanas de idade, animais em idade reprodutiva e em gatos infectados por
adultos de D. immitis (Krautmann et al.,, 2000). Num estudo efectuado por McTier et al.
(2000a), a Selamectina foi 100% eficaz contra infec¢gdes por D. immitis em gatos, quando
administrada topicamente na pele da base do pescocgo e na dose de 6 mg/kg, 30 dias apds a
inoculacédo experimental. Nos gatos, McTier et al. (2000b) e Six et al. (2000) demonstraram

que a Selamectina apresenta um largo especto de actividade antiparasitaria endectocida.
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8.2.4. Moxidectina
A combinagdo spot-on contendo 1% de Moxidectina e 10% de Imidaclopride (Advocate®,
Bayer) mostrou ser eficaz e segura na prevencao de dirofilariose e no tratamento contra
pulgas, nematodos intestinais (Toxocara e Ancylostoma) e Otodectes cynotis (Fourie, Kok &
Heine, 2003; Arther, Charles, Ciszewski, Davis & Settje, 2005). De notar que, esta
combinagdo ndo é adulticida (Venco et al.,, 2008b). Essa formulagao foi 100% eficaz na
prevencao de infecgbes por adultos de D. immitis quando os gatos eram tratados 30 dias

apos ainoculagao com larvas L3 (Arther et al., 2005).

9. Controlo dos hospedeiros intermediarios

Sempre que possivel, deve ser efectuado o controlo dos vectores culicideos. Algumas
medidas incluem a eliminagdo dos criadouros (e.g. drenagem), o controlo biolégico e o
controlo quimico (insecticidas) (USEPA, 2009). Existem redes mosquiteiras para a proteccao
das habitagbes (Sharma et al.,, 2009). O isolamento e o desenvolvimento de agentes
patogénicos para os mosquitos (Su, Zou, Guo, Huang, & Chen, 2001; Chen, Hsieh, Hu & Fu,
2005) e métodos genéticos de controlo (Terenius, Marinotti, Sieglaff & James, 2008; Rafikov,

Bevilacqua & Wyse, 2009) também poderao ser Uteis.

10. Evolucéo da doenca

No estudo retrospectivo efectuado por Atkins, DeFrancesco, Coats, Sidley e Keene (2000),
em 50 gatos naturalmente infectados por D. immitis estimou-se que apenas 18% estavam
aptos a sobreviver a infecgdo. Cinco desses gatos morreram subitamente num curto periodo
apo6s o surgimento da sintomatologia. Na maioria dos sujeitos, o tempo de sobrevivéncia
apos o diagndstico ndo excedeu os 1,5 anos (Atkins et al., 2000). Nos estudos de Venco et
al. (2008a) e Genchi et al. (2008) realizados em gatos assintomaticos naturalmente
infectados com D. immitis, entre 79,0% e 82,4% obtiveram uma cura espontanea (auséncia
de parasitas observaveis a ecocardiografia e resultado negativo no teste para a detecgao de
antigénios) e entre 17,6% e 21,0% morreram. Entre 20,6% e 53,0% dos animais
apresentaram sinais clinicos, sobretudo dispneia, vémito e morte subita. No estudo de
Genchi et al. (2008), 7% dos animais morreram subitamente de DFel. A probabilidade da
ocorréncia da morte aumentou significativamente com a idade em que foi efectuado o
diagnéstico. Porém, nao se detectaram associagdes significativas com o sexo dos animais,
com o tempo de sobrevivéncia apds o diagnéstico ou com a presenca/auséncia de sinais

clinicos.
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11. Epidemiologia da dirofilariose felina

Os gatos e os felideos selvagens sdo susceptiveis a infec¢ao por Dirofilaria immitis (Venco
et al., 2008b), mas apesar disso sdo hospedeiros atipicos (Atkins, 2007a) pois apresentam
uma incapacidade de suportar um grande numero de parasitas adultos e apresentam

microfilarémia transitéria ou auséncia de microfilarémia.

11.1. Prevaléncias obtidas nos estudos epidemiol6gicos

Foram efectuados varios estudos de prevaléncia com base na observagéo de D. immitis em
necropsias de gatos (Anexo 1). No Japdo, Roncalli et al. (1998) compilaram 20 desses
estudos efectuados em varias regides do pais. Estes investigadores verificaram
prevaléncias de 0,5% a 9,5% para gatos errantes e de 3,0% a 5,2% para gatos domésticos.
No Rio de Janeiro, Labarthe et al. (1997) obtiveram uma prevaléncia de 0,80% (1/125
gatos). Ja no Noroeste da Georgia, nos EUA, foi obtida uma prevaléncia de 2,1% (4/184
gatos) (Carleton & Tolbert, 2004).

Outros estudos foram efectuados com base na detecgdo de antigénios (Anexo 1). Na
Republica da Coreia do Sul, Liu et al. (2005) obtiveram uma prevaléncia de 2,6% (4/155
gatos) confirmada por PCR.

Na Tailandia, Nuchprayoon et al. (2006) utilizaram métodos moleculares (PCR) e
observaram uma prevaléncia de 1,9% (1/52 gatos).

Em Itdlia, um estudo seroepidemiolégico revelou que 16% dos gatos apresentavam
anticorpos anti-D. immitis (Kramer & Genchi, 2002). Nos EUA, Miller, Atkins, Stemme,
Robertson-Plouch & Guerrero (1998b) realizaram um estudo para a detecgéo de anticorpos
anti-D. immitis em 2000 gatos provenientes de todo o pais. Foi observada uma prevaléncia
de anticorpos de 12%. Na Califérnia, registou-se a maior prevaléncia, isto €, 33% (36/110
gatos) (Miller et al., 1998b).

A prevaléncia de DFel aproxima-se ou até mesmo excede a de infecgdes por FelLV e por
FIV em populagcdes comparaveis (Atkins & Paul, 2006). Num estudo, a prevaléncia de
antigénios FelLV e anticorpos FIV foi de 1,9% e 1% respectivamente, e a prevaléncia de
antigénios de D. immitis obtida foi de 0,9% (Lorentzen & Caola, 2008). No estudo efectuado
por Levy et al. (2007b), a seroprevaléncia de antigénios de D. immitis, infec¢do por FelLV e
infeccao por FIV em gatos foi de 4,0%, 2,6% e 3,6%, respectivamente.

A prevaléncia de infecgdo por D. immitis em gatos parece ser paralela a prevaléncia em
cades numa dada area mas a um nivel inferior. Nos EUA, foi estimada uma prevaléncia felina
entre 5% a 20% da prevaléncia das populagdes de caes locais sem profilaxia (Ryan &
Newcomb, 1995, citados por Carleton & Tolbert, 2004). No entanto, a verdadeira prevaléncia

de infecgdo por D. immitis nos gatos € desconhecida devido ao facto destes animais serem
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frequentemente assintomaticos, espontaneamente eliminarem o parasita e subitamente
morrerem da infeccao (Litster & Atwell, 2008b).

Na Europa, o parasita D. immitis € encontrado principalmente nos paises do Sul (sobretudo
Portugal, Espanha, Franca e Italia), existindo alguns canideos infectados na Grécia, na

Turquia e nos paises do leste europeu (Genchi et al., 2005a).

11.2. Dirofilariose canina e felina em Portugal

Portugal é considerado um pais endémico para DCan, porém, até ao momento e ao que o
autor tem conhecimento, ndo foram relatados casos de DFel. O primeiro estudo
documentado sobre DCan foi efectuado por Cambournac & Pitta Simdes (1943, citados por
Clemente, 1996) em Aguas de Moura, Palmela.

Nos Acores, na llha de S. Miguel, Medeiros (1995) obteve uma prevaléncia de 0% (0/89) de
caes microfilarémicos. A mesma autora referiu ndo haver registo de qualquer caso de DCan
apesar de nos Agores existem vectores como os mosquitos do género Culex (Capela, 1979,
citado por Medeiros, 1995).

Pereira da Fonseca, Madeira de Carvalho, Carvalho, e Carvalho-Varela (1991) efectuaram
um estudo epidemioldégico de DCan em todas as areas de actuagcdo das Direcgoes
Regionais de Agricultura (exceptuando a dos Acores). Foi encontrada uma prevaléncia
nacional de microfilarémia (espécies nao identificadas) de 14,1% (79/561 caes). Foram
encontradas prevaléncias menores no Norte de Portugal continental e mais elevadas no Sul.
A Regido Autonoma da Madeira apresentou uma prevaléncia de 30% e a Regidao do
Ribatejo e Oeste (em que se inclui actualmente a AML) apresentou uma prevaléncia de
16,7% (40/239 caes). Os grupos de animais mais infectados foram os cédes mantidos no
exterior das habitacbes, como os caes de guarda, caes de caga ou caes pastores.

Na Madeira, Clemente (1996) admitiu que a prevaléncia de microfilarémia na populacéo
canina era de pelo menos 22%, sendo que o parasita D. immitis era o principal responsavel
pelos casos de microfilarémia (89% das microfilarias). No Funchal, Santa-Ana, Khadem, e
Capela (2006) observaram mosquitos da espécie Culex theileri infectados por D. immitis.

O modelo obtido por Genchi et al. (2005a) que utiliza um sistema de informagéo geografica
baseado em dados térmicos e nas caracteristicas dos vectores estimou um periodo de
transmissdo do parasita em duas localidades de Portugal. Para Lisboa, foi obtido o periodo
de 11 de Junho a 20 de Outubro e para Portalegre, foi obtido o periodo de 31 de Maio a 20
de Outubro.
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Figura 11 — Mapa contendo a compilacdo dos dados de varios autores sobre as prevaléncias de
dirofilariose canina em Portugal (mapa original)
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12. Importancia em Saude Publica do gato como hospedeiro de D. immitis

Os humanos sdao um hospedeiro acidental de D. immitis. A dirofilariose pulmonar humana
(DHum) é uma zoonose emergente cuja incidéncia tem vindo a aumentar. De 1965 até
1989, foram documentados 165 casos, a maioria nos EUA, Japao e Australia. No entanto,
nos 13 anos seguintes (1990 a 2003), pelo menos 130 casos foram relatados em 15 paises
(Genchi, Simén, & Kramer, 2005b). Além disso, a dificuldade de realizar um diagndstico
podera indicar que a incidéncia € maior do que a relatada.

A DHum caracteriza-se por uma lesdo nodular unica com 1 a 3 cm, identificada na periferia
do pulmao em radiografias de rotina (Simon, Loépez-Belmonte, Marcos-Atxutegi, Morchén, &
Martin-Pacho, 2005). Essa lesdo nodular € um granuloma que incorporou uma larva L5
(Theis, 2005). Os pacientes com DHum s&o geralmente assintomaticos. Em regides
endémicas, populagdes humanas apresentaram seroprevaléncias similares as caninas,
indicando que os humanos que habitam nessas areas estédo sujeitos a um elevado risco de
exposicdo a D. immitis. Em Pavia (ltalia) e em Salamanca (Espanha) foram encontradas
seroprevaléncias de D. immitis em humanos de 32,3% e 10%, respectivamente (Prieto et al.,
2000, citados por Simén et al., 2005).

O reconhecimento deste agente é importante para o diagnéstico diferencial com outros
achados radiograficos pulmonares nodulares (Echeverri, Long, Check & Burnett, 1999)

como doengas infecciosas e neoplasias. Estas lesbes requerem um extenso trabalho clinico,
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que frequentemente culmina numa toracotomia, desnecessaria no caso de ser DHum
(Theis, 2005). Na Unido Europeia, a distribuicdo geografica da DHum acompanha a
distribuicdo da DCan. A maioria dos casos relatados pertence ao Sul da Europa (Espanha,
Franga, Italia e Grécia) (Muro, Genchi, Cordero, & Simén, 1999).

Apesar da maioria dos relatos de DHum serem sobre a transmissao a partir dos caes, a
infeccdo a partir do gato ja foi relatada (Narine, Brennan, Gilfillan & Hodge, 1999). A
necessidade da transmissao pelo mosquito vector e o facto de os gatos raramente serem
microfilarémicos sugere que eles possuem um papel pouco importante como reservatorios
desta zoonose. Logo, os gatos infectados por D. immitis apresentam um risco reduzido para

os humanos (Bowman et al., 2002).

13. Perspectivas futuras para o tratamento e a profilaxia da DFel

Ja foi sequenciado o genoma de D. immitis (Yin et al., 2006). O estudo dos genes do agente
resultou numa lista de genes especificos suspeitos de terem papéis importantes durante o
parasitismo e a doenga associada. Com base nestes dados, sugeriu-se a existéncia de um
mecanismo de geragao de energia na dirofilaria adulta diferente do hospedeiro vertebrado.
Esse mecanismo pode ser um alvo promissor para a proxima geracado de filaricidas,
tornando-os mais seguros para o hospedeiro (Yin et al., 2006). A recente sequenciacado do
genoma de Wolbachia (Foster et al., 2005) podera também melhorar a compreenséo sobre
este endossimbionte e o seu papel na doenga, além de fornecer novas pistas para medidas
de profilaxia e tratamento da DFel. Simo6n, Kramer, Morchon, & Genchi (2007) sugeriram a
utilizacdo de testes para a detecgdo de anticorpos anti-Wolbachia com o objectivo de
determinar os niveis de exposicao nao so a infeccdes por adultos como infecgdes por larvas
tipicas nos gatos.

Ja foram feitos alguns estudos sobre a possibilidade de criar uma vacina para cées contra
D. immitis (Fuller & Hurrell, 1989), mas até ao momento, ainda nao foi possivel criar uma

vacina eficaz.
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II.B. Leishmaniose felina (LFel)

1. Etiopatogenia

A leishmaniose canina (LCan) foi alvo de muitos estudos e é conhecido o papel
epidemiolégico do cado (Dantas-Torres, 2007). Porém, a LFel é uma doenga pouco
conhecida. A analise dos 49 casos clinicos relatados, dos 37 estudos epidemiolégicos e dos
estudos experimentais permite uma melhor compreensdo da importancia de Leishmania

spp. na populacao felina e do papel epidemiolégico do gato.

1.1. Os agentes etioldgicos: Leishmania spp.
Todos os membros do género Leishmania (Ross, 1903) sdo parasitas de mamiferos. Este
género pertence a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Como diferentes
espécies de Leishmania sao indistinguiveis pela sua morfologia, tém sido utilizados outros
critérios para a sua identificacdo. Actualmente, a caracterizagdo isoenzimatica é
considerada a técnica de referéncia (“gold standard”), no entanto, as técnicas baseadas em
ADN tém vindo a ser cada vez mais utilizadas (Leishdomus, 2005). Na Tabela 7, encontram-

se listadas as espécies de Leishmania responsaveis por casos de LFel.

Tabela 7 — Espécies de Leishmania identificadas até 2009 responsaveis por casos de LFel

Espécie N.° casos

identificada de LFel Autores e data de publicacéo Pais
Ozon et al. (1998) Franca
Poli et al. (2002) Italia
Pennisi et al. (2002) Italia
_ Manciati (2003, citado por Manciati, 2004) Italia
L. infantum 9
Pratlong et al. (2004) Franca
Grevot et al. (2005) Franca
Maroli et al. (2007) Italia
Marcos et al. (2009) Portugal
) Savani et al. (2004) Brasil
L. chagasi 2 .
Serrano et al. (2008) Brasil
L. amazonensis 1 Souza et al. (2005) Brasil
L. braziliensis 2 Schubach et al. (2004) Brasil
. Craig, Barton, Mercer, Droleskey, & Jones (1986);
o WSS ! Barnes, Stanley & Craig (1993) ek
L. venezuelensis 4 Bonfante-Garrido et al. (1996) Venezuela
. Morsy & El Seoud (1994, citado por .
= T ! Rifenach et al., 2005) Egipto
. Machattie et al. (1931, citado por Simdes-Mattos,
L. tropica 2 Iraque

Bevilaqua, Matos, & Pompeu, 2004)
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1.2. Zimodemes de Leishmania encontrados na espécie felina

A caracterizagao isoenzimatica, através de electroforese enzimatica multilocular, € o método
de referéncia para a identificacdo das espécies. Apds cultura, as enzimas sollveis do
parasita sdo extraidas e separadas por electroforese sendo, seguidamente, coradas com
corantes especificos para cada uma. A matriz contendo um conjunto de bandas coradas de
isoenzimas é chamada zimograma. Os organismos que apresentam zimogramas
semelhantes sé&o classificados em zimodemes de uma dada espécie (OIE, 2008).

L. infantum foi subdividida em zimodemes MON pelo laboratério de referéncia em
Montpellier para a Organizacdo Mundial de Saude (Hide, Bafuls, & Tibayrenc, 2001). Em
Italia, foram encontrados os zimodemes MON-1, MON-72 e MON-201 (Pennisi, 2006, citado
por Venet, 2007; Maroli et al., 2007). Em Franga, L. infantum MON-1 foi identificado em trés
gatos (Ozon et al., 1998; Pratlong et al., 2004; Grevot et al., 2005).

1.3. Morfologia de Leishmania
Os protozoarios do género Leishmania apresentam duas formas distintas:
¢ No insecto vector encontra-se a forma promastigota. Esta forma é extracelular,
fusiforme, tem cerca de 15 x 3 ym e possui, na sua regido anterior, um flagelo livre
que pode atingir 20 yum de comprimento.
e Nos macréfagos do hospedeiro mamifero encontra-se a forma amastigota. Esta

forma é intracelular, ovoide, mede 2 x 4 um e o flagelo é rudimentar.

1.4. Ciclo biolégico de Leishmania
Os parasitas do género Leishmania apresentam um ciclo de vida heteroxeno, isto é, parte

do seu desenvolvimento ocorre num hospedeiro invertebrado (vector), um flebotomineo.

1.4.1. Caracteristicas dos hospedeiros invertebrados
Os flebotomineos ou “moscas da areia” sdo insectos dipteros da familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae. Dois géneros apresentam importancia em Medicina Humana e
em Medicina Veterinaria: o género Phlebotomus (Rondani & Berté, 1840), no Velho Mundo,
e o género Lutzomyia (Franca, 1924), no Novo Mundo. Das 700 espécies conhecidas, 50
sdo espécies vectoras de Leishmania. As fémeas sdo hematéfagas e as responsaveis pela
transmissdo do parasita. A sua actividade é crepuscular ou nocturna, dependendo da
espécie e da época do ano. Os flebotomineos possuem bidtopos diversificados,
encontrando-se tanto no interior das habitagdes humanas (enddfilos), como no exterior
(exdfilos). A duragéo do ciclo de vida é variavel, em fungéo da temperatura, humidade e
fotoperiodo. Em fungao do clima, da regido e da espécie flebotominica podera haver mais

do que um periodo de eclosdes (Afonso & Alves-Pires, 2008).
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1.4.1.1. Desenvolvimento de Leishmania no hospedeiro invertebrado

A infec¢do do hospedeiro invertebrado ocorre quando o flebotomineo fémea efectua uma
refeicdo sanguinea contendo macrofagos infectados com formas amastigotas de
Leishmania. O tempo necessario para o desenvolvimento de Leishmania, em espécies
flebotominicas susceptiveis, € de cerca de 6 a 9 dias. Inicialmente, nas primeiras 24 a 48
horas, as formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas e da-se inicio a
primeira multiplicacdo parasitaria intravectorial. Ao fim de 48 a 72 horas, as formas
prociclicas desenvolvem-se em formas nectomonas que migram da regido posterior para a
regidao anterior do intestino médio. Seguidamente (4 a 7 dias), desenvolvem-se as formas
leptomonas que sofrem a segunda multiplicagao intravectorial (Afonso & Alves-Pires, 2008).
Na valvula estemodeal observam-se as formas haptomonas e as formas metaciclicas (5a 7
dias). Estas ultimas sdo as formas infectantes, apresentam um longo flagelo e estado
adaptadas para a transmissdo aos hospedeiros vertebrados (Afonso & Alves-Pires, 2008).
As haptomonas fixam-se a valvula estemodeal e provocam a degenerescéncia da mesma,
permitindo aos metaciclicos atingirem a cavidade oral e penetrarem num hospedeiro
vertebrado aquando de uma nova refeicao (Volf, Hajmova, Sadlova & Votypka, 2004; Bates,
2007). A perda da funcionalidade da valvula estemodeal, juntamente com a oclusdo do
lumen intestinal causada pelos parasitas e por uma matriz de fosfoglicanos secretada pelos
leptomonas, impedem o insecto de realizar refeicbes completas. Este facto obriga o vector a
picar varios hospedeiros, na tentativa de obter a quantidade de sangue de que necessita
(Rogers, Chance & Bates, 2002). Isso parece explicar que num determinado foco, se
verifique uma elevada prevaléncia de leishmaniose apesar de uma baixa taxa de infecgao
flebotominica (Afonso & Alves-Pires, 2008).

1.4.2. Hospedeiro vertebrado

Os parasitas do género Leishmania ja foram encontrados em varias ordens de mamiferos:
roedores, carnivoros (canideos, felideos, mustelideos, viverrideos), xenartros (preguigas),
didelfimorfos (opossums), perissodactilos (equideos) e primatas (Ashford, 1996).

Na area mediterranica, os canideos constituem os hospedeiros reservatorios principais de L.
infantum (Grevot et al., 2005). O papel dos canideos selvagens, em especial da raposa,
ainda esta pouco esclarecido. Em Espanha, Sobrino et al. (2008), encontrou ADN de L.
infantum em lobos, raposas, mangustos, ginetas e linces ibéricos. Os roedores também
podem ser hospedeiros deste parasita (DiBella et al., 2003). Na Arabia Saudita, foram
detectados amastigotas de Leishmania no baco de quatro Felis margarita (Morsy, Al-Dakhil
& El-Bahrawy, 1999). O gato doméstico pode ser infectado por Leishmania e até mesmo
pode sofrer com a doenga causada por este parasita. Ja estdo descritos 49 casos clinicos
de LFel. Mais de trés dezenas de estudos epidemioldgicos confirmaram o contacto das

populagdes de gatos com parasitas do género Leishmania.
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1.4.2.1. Desenvolvimento de Leishmania no hospedeiro vertebrado

As principais areas corporais atingidas pela picada do flebotomineo sdo zonas com pouco
pélo, provavelmente, devido a ser mais facil ao insecto obter o sangue de que precisa.
(Tomas & Freitas Romao, 2008). Para penetrar as células hospedeiras, os promastigostas
metaciclicos de Leishmania utilizam as capacidades de fagocitose das células dendriticas e
macrofagos da pele (Love, Mentink-Kane & Mosser, 1998) e diferenciam-se em amastigotas.
Inicialmente, também penetram em neutréfilos mas ai ndo se dividem e sado depois
apresentados aos fagocitos (Zandbergen et al., 2004).

Os amastigotas sao responsaveis pela disseminag¢ao da infecgdo no hospedeiro vertebrado.
Nos macrofagos, os amastigotas replicam-se, libertam-se por lise celular ou exocitose e
parasitam novas células. Em alguns hospedeiros, nido ficam confinados a pele e séo levados
em macroéfagos, através do sangue e da linfa, para outras regides corporais, como a medula
6ssea, o baco e o figado (Tomas & Freitas Romao, 2008). No interior dos fagolisossomas do
macrofago, o amastigota encontra diversos nutrientes que sao utilizados para a sua
replicacao (Burchmore & Barrett, 2001; Naderer, Wee & McConville, 2008).

1.4.3. Formas de transmisséao independentes do vector flebotomineo
Embora a transmissao por um vector flebotomineo represente a mais frequente e a mais
importante via de transmissao de Leishmania, ja foram descritas outras vias de transmisséao.
Nuwayri-Salti e Khansa (1985), observaram que ratos BALB/c apresentaram infeccdo por
L. major apds contacto directo prolongado com animais infectados. No entanto, e até a data,
nao houve mais registos de infec¢des por esta via.
A infeccdo por via sexual ja foi referida na literatura. Lessa Silva (2007) efectuou um estudo
em que observou transmissdo venérea de L. infantum entre caes. Foi detectado ADN do
parasita no sémen. Apds copula, 2 cadelas anteriormente livres da infecgcado efectuaram
seroconversao para Leishmania (Lessa Silva, 2007). Num estudo utilizando ratos BALB/c,
Rosypal e Lindsay (2005a) detectaram ADN de L. infantum num macho apds cépula com
uma fémea infectada.
A ftransmissdo vertical também ja foi observada. Pangrazio et al. (2009, in press)
encontraram ADN e amastigostas de L. infantum em fetos de cadelas infectadas. Rosypal et
al. (2005b) provaram a transmissdo de L. infantum a descendéncia por uma cadela
experimentalmente infectada. A transmissdao de fémeas de ratos BALB/c gestantes
experimentalmente infectadas com L. major (Nuwayri-Salti & Khansa, 1985) e com L.
infantum (Rosypal & Lindsay, 2005a) para a sua descendéncia ja foi documentada.
Também, existem casos humanos documentados de transmissdo vertical de Leishmania
(Meinecke et al., 1999; Figueiro-Filho, Duarte, El-Beitune, Quintana & Maia, 2004).
Owens et al. (2001) documentaram a existéncia de infecgdo por Leishmania em caes apds

transfusdes de sangue.
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Os ixodideos Rhipicephalus sanguineus (Coutinho et al., 2005) e as pulgas Ctenocephalides
felis (Ferreira, Fattori, Souza & Lima, 2009) também poderdo estar implicados na
transmisséo de Leishmania.

Até ao momento, ndo foram documentados estudos sobre formas de transmissio
independentes do vector flebotomineo em gatos. No entanto, pode ser extrapolado que os
gatos em regides endémicas devam ser testados para Leishmania antes de serem
seleccionados como reprodutores ou como dadores de sangue. O uso regular de

desparasitantes externos podera ser aconselhavel.

Figura 12 — Ciclo biolégico de Leishmania (original)
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Legenda:

1 — promastigotas metaciclicos alcangcam a cavidade oral do flebotomineo; 2 — deposigédo dos
promastigotas na solucdo de continuidade existente no vertebrado originada pela picada do
flebotomineo (fotografia adaptada de http://www.vectorbase.org/Image/organism_pictures/P.%
20paptasi/Sandfly_ 17-04.jpg); 3 — internalizagado dos promastigotas pelos fagécitos; 4 — formagéo do
fagolisossoma contendo o amastigota; 5 e 6 — multiplicagdo dos amastigotas; 7 — lise do fagécito e
libertacdo dos amastigotas; 8 e 9 — internalizagdo dos amastigotas por outros fagécitos; 10 — ingestao
dos fagodcitos contendo amastigotas pelo flebotomineo durante a refeicdo no vertebrado infectado;
11 — libertagdo dos amastigotas no intestino do flebotomineo; 12 — transformagdo em promastigotas
prociclicos; 13 — multiplicacbes parasitarias intravectoriais.
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2. Factores de viruléncia de Leishmania

Na sua superficie, o parasita expressa varios glicoconjugados que, para além de fixarem
opsoninas, podem ligar-se directamente a proteinas do macréfago. Entre estes, destacam-
-se a Glicoproteina 63 (GP63) e o Lipofosfoglicano (LPG) (Tomas & Freitas Roméo, 2008).

2.1. Glicoproteina 63
A GP63 transforma o factor C3b em C3bi, isto €, num componente incapaz de activar o
complemento. Revestido pelo C3bi, o promastigota penetra nos macréfagos através da
proteina CR3. GP63 pode ainda ligar directamente o macrofago através de outros
receptores (Yao, Donelson & Wilson, 2003). A GP63 nao serve apenas para ligar o parasita
ao macrofago mas também é importante na sobrevivéncia intramacrofagica e na replicagao
(Chen et al., 2000). Esta protease cinde multiplas proteinas intracelulares e tem um papel

importante em eventos moleculares da célula hospedeira (Hallé et al., 2009).

2.2. Lipofosfoglicano
O LPG desempenha fungdes diversas no desenvolvimento do parasita no vector. Porém, em
algumas espécies de Leishmania, nomeadamente em L. donovoni, participa também na
penetracdo das células hospedeiras aceitando factores do complemento e ligando-se

directamente a CR3 (Tomas & Freitas Romé&o, 2008).

3. Respostaimunitéria

Existe uma ampla variedade de respostas imunes e manifestacdes clinicas descritas para a
LCan. A infecgdo por Leishmania nos caes pode ser manifestada de forma subclinica,
doenga auto-limitante, doenga n&o-auto-limitante e em doencga grave (Solano-Gallego et al.,
2009, in press). Nos caes, os dois extremos do espectro clinico sdo caracterizados por: (1)
imunidade protectora mediada pelas células T CD4, pela libertacdo de IFN-y, IL-2 e TNF-a
que induz actividade anti-Leishmania pelos macréfagos, e (2) susceptibilidade a doenca
associada a uma marcada resposta imunitaria humoral nao-protectora e uma fraca
imunidade mediada por células com uma resposta mista de citocinas Th1 e Th2 (Baneth,
Koutinas, Solano-Gallego, Bourdeau & Ferrer, 2008). Neste ambito, a doencga clinica pode
manifestar-se desde uma ligeira dermatite papular associada a imunidade celular especifica
e baixa resposta humoral (Ordeix, Solano-Gallego, Fondevila, Ferrer & Fondati, 2005) a uma
doenca grave caracterizada por danos renais com glomerulonefrite devidos a deposicao de
complexos imunes associados com uma maciga resposta humoral e altas cargas
parasitarias (Costa et al., 2003).

Hervas et al. (2002) realizaram o unico estudo efectuado em gatos sobre resposta imunitaria
local a Leishmania. Nesse estudo, foi efectuada uma caracterizacao imunohistoquimica do

infiltrado celular e das citocinas associadas a infeccdo por Leishmania nas les6es cutaneas,
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oculares e orais de um gato co-infectado por FIV. Nas lesdes nodulares granulomatosas
houve um numero elevado de linfocitos CD3+ e células plasmaticas IgG+ associados a uma
elevada expressdo de Ag-MHC classe Il por numerosos linfécitos e células macrofagicas,
indicando uma boa resposta imunitaria local (tipo 1V) nestes animais. Esta resposta poderia
ser responsavel pelo controlo da infecgdo por Leishmania em gatos. O animal co-infectado
por FIV demonstrou possuir uma boa resposta imunitaria celular, que possivelmente,

impediu o desenvolvimento sistémico da infecgao.

4. Estudo dos casos clinicos de leishmaniose felina
Nesta parte, foram compilados e analisados os dados de todos os casos clinicos de LFel

relatados na literatura cientifica mundial (Anexo 4).

4.1. Prevaléncia e incidéncia clinica de leishmaniose felina
Desde 1912 até a actualidade, foram relatados 49 casos clinicos de LFel em todo o Mundo.
A prevaléncia clinica da doenga parece baixa, no entanto, a incidéncia parece estar a
aumentar (Anexo 13.b): entre 1912 e 1989, foram documentados 12 (24%) casos. Na
década de 1990, foram observados 13 (27%) casos e na presente década (2000 a 2009),
foram diagnosticados 24 (49%) casos clinicos de LFel. O aumento da incidéncia pode dever-
-se ao aumento da pressao de infec¢do, ao aumento verificado da populagdo de gatos e a

melhoria dos métodos de diagnéstico e dos cuidados de saude veterinarios.

Figura 13 — Mapa de distribuicdo dos casos mundiais de LFel documentados e dos estudos
epidemiol6gicos de LFel na regido mediterranica até 2009 (mapa original)

Legenda:
@ caso de LFel (localidade e pais de diagnostico referidos) : R
O caso de LFel (apenas referido pais de diagnostico) B )
M estudo epidemioldgico de LFel (localidade e pais de diagndstico referidos) } 3
O estudo epidemioldgico de LFel (apenas referido pais de diagnostico) 1N




4.2. Distribuicdo geografica dos casos clinicos de leishmaniose felina
Foram documentados 49 casos clinicos de LFel no Velho Mundo e no Novo Mundo (Figura
13; Tabela 8). A distribuicdo dos casos de LFel corresponde a zonas endémicas onde a
pressao parasitaria € importante. Existem algumas excepg¢des de casos nao autdctones: os
casos suigos (Schawalder, 1977, citado por Simdes-Mattos, Bevilaqua, Mattos & Pompeu,
2004; Rufenacht et al., 2005) em que os animais eram provenientes de Espanha, o caso
vietnamita e o caso da llha da Reunido (Bergeon, 1927, Denuziere, 1977, citados por
Simbes-Mattos et al., 2004). No Brasil, Mello (1940) e Savani et al. (2004) relataram casos
de gatos doentes e infectados por uma espécie de Leishmania ndo encontrada nos

humanos e nos caes dessas regides.

Tabela 8 — Distribuicao geogréafica dos casos clinicos de LFel

N.°de N© de N.de N.°de
Continente casos Pais casos de Continente | 259 Pais casos de
de( (!;OI):eI LFel (%) de(oL/o'):e' LFel (%)
Algéria 2 (4,1%) Gl 3 Iraque 2 (4,1%)
Africa 4 Egipto 1(2,0%) (6,1%) | Vietname | 1 (2,0%)
(8.2%) | llha da 1(2,0%) Espanha | 5(10,2%)
Reunido e Franca 6 (12,2%)
América do 1 25 Italia 8 (16,3%)
EUA 1(2,0% Europa J
Norte (2,0%) - . (2 00/") P (51,0%) | Portugal | 3 (6,1%)
América do 16 g 11((2’2 ;Z/) Suica | 3(6,1%)
Sul (32,7%) 2

Venezuela | 4 (8,2%)

4.3. Susceptibilidade dos gatos ainfec¢do por Leishmania spp.
4.3.1. Factores intrinsecos: o sexo, a idade, a ra¢ga e o tamanho da pelagem

Em 39 dos 49 casos clinicos foi referido o sexo dos animais: 22 (56%) eram fémeas e 17
(44%) eram machos (Anexo 13.d).

Em 30 casos clinicos foi referida a idade (Anexo 13.a). A idade mais baixa registada foi de
quatro meses (Sergent, 1912, citado por Solano-Gallego et al., 2007) e a maior foi de quinze
anos (Laruelle-Magalon & Toga, 1996). A média de idades foi de seis anos e um més. Vinte
e um (70%) animais tinham idade inferior a sete anos. Quatro animais foram classificados
como adultos e um como jovem mas as suas idades nao foram precisadas.

A raga foi referida em onze casos (Anexo 13.e): trés gatos eram siameses, quatro eram
europeus e quatro nao possuiam raca determinada. Para 15 animais foi documentado o
tamanho da pelagem (Anexo 13.c): 12 animais apresentaram pelagem curta e trés
apresentaram pelagem comprida (Pennisi et al., 1999, citado por Pennisi et al., 2002;
Barnes et al., 1993; Laruelle-Magalon & Toga, 1996). De notar que, dois dos trés animais

com pelagem comprida apresentaram lesdes na trufa e nas orelhas.
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4.3.2. Factores extrinsecos: o modo de vida, o ambiente e as doencas
concomitantes

Onze gatos foram descritos como animais errantes ou com acesso ao exterior (Anexo 13.f).
Um gato coabitava com uma crianca que sofria de leishmaniose visceral humana (LVHum) e
um cao com LCan (Sergent, 1912, citado por Solano-Gallego et al., 2007) e um outro gato
coabitava com caes (Grevot et al.,, 2005). A maioria dos animais provinha de areas
endémicas de LCan ou possuia histéria de se ter encontrado nessas areas. As excepcgoes
sdo os casos clinicos do Vietname, da Ilha da Reuniao (Bergeon, 1927, Denuziéere, 1976,
citados por Simdes-Mattos et al., 2004) e dois casos do Brasil (Mello, 1940; Savani et al.,
2004).
Nos 49 casos clinicos de LFel relatados ocorreram diversas doengas concomitantes (Anexo
5, Anexo 13.i). Em 25 foram pesquisadas as co-infec¢des por FIV e por FeLV (Anexo 13.9).
Desses, quatro (16%) animais apresentaram resultados positivos nos testes para a detecgao
de FIV e dois (8%) apresentaram resultados positivos nos testes para a detecgao de FIV e
de FelLV. Foram ainda detectadas co-infec¢des por Coronavirus (n = 1), Virus da Peritonite
Infecciosa Felina (PIF) (n = 1), Bartonella henseale (n = 2) e Toxoplasma gondii (n = 4)
(Anexo 13.h).

4.4. Disseminacdo visceral da infeccdo por Leishmania em gatos
Em 22 casos clinicos de LFel ocorreu a disseminacao visceral do parasita para a medula
0ssea, o0 bago, o figado, e/ou os linfonodos (Anexos 13.s, 13.u, 13.v). Foi efectuada a
identificacdo do agente em seis casos sendo que em cinco foi identificada a espécie L.
infantum e num caso foi identificado L. chagasi (Savani et al., 2004). O zimodeme MON-1 de

L. infantum foi encontrado em dois animais (Ozon et al., 1998; Grevot et al., 2005).

4.5. Sinais clinicos de leishmaniose felina

4.5.1. Lesdes cuténeas
Dos 44 casos de LFel em que foi possivel analisar os sinais clinicos, 38 (86%) gatos
apresentaram sinais cutaneos (Anexo 6). Em 16 animais os sinais cutaneos foram os unicos
sinais e noutros 16 também se observaram sinais gerais. Cinco gatos apresentaram sinais
cutaneos associados a sinais gerais e oculares e um animal apresentou sinais cutaneos e

oculares (Anexo 13.)).

45.1.1. Localizacdo das lesBGes cutéaneas
As lesbes cuténeas de LFel observaram-se principalmente na cabeca (79% dos animais que
apresentaram sinais cutaneos): na trufa (50%), nos pavilhbes auriculares (34%), na

cavidade bucal e/ou nos labios (16%), no canto medial do olho (8%) e nas palpebras (11%).
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Alguns apresentaram lesdes nos membros (21%), no pescogo (8%), na regido dorso-lombar
(5%), no térax (3%), no abddémen (3%) e na cauda (3%) (Anexo 13.1). De notar que, 23
(61%) dos 38 animais com lesbes cutdneas apresentaram-nas na trufa e/ou pavilhdes

auriculares.

45.1.2. Tipos de lesdes cutaneas observadas
As principais lesbes observadas foram as Ulceras e os ndédulos hemorragicos ou ulcerados
principalmente localizados sobre o focinho (78% dos casos que apresentaram sinais
cutdneos) (Anexo 13.m). Nove (24%) animais apresentaram alopécias localizadas ou
difusas e sete (18%) apresentaram crostas. Em quatro gatos (11%) observou-se eritema,
em dois (5%) observaram-se papulas e outros dois (5%) apresentaram pustulas. Cinco
animais (13%) apresentaram estomatites. Houve trés (8%) gatos que apresentaram
descamacdo e dois apresentaram seborreia. Em dois gatos observaram-se lesbes
vegetativas. De notar que, o uUnico caso da dermatite miliar se deveu a uma dermatite

alérgica a picada das pulgas.

Figura 14 — Lesdo ulcerosa de Figura 15— Lesao nodular de um Figura 16 — Pastulas e crostas

um gato com LFel (seta) gato com LFel (seta) (adaptado de do interior do pavilh&o auricular
(adaptado de http://www2.vet- http://www2.vetlyon.fr/ens/DPC/ de um gato com LFel
lyon.fr/ens/DPC/parasites/malleish parasites/malleish.htmi; (adaptado de
.html; acedido em Jul 2, 2009) acedido em Jul 2, 2009) Rufenacht et al., 2005)

Figura 17 — Crostas, pustulas, Figura 18 — Dermatite ulcerativa Figura 19 — Uveite e coagulo de

despigmentacéo e eritema da periocular (setas) fibrina dentro da camara
trufa de um gato com LFel (adaptado de anterior dos olhos de um gato
(adaptado de Laruelle-Magalon & Toga, 1996) com LFel (seta)

Rufenacht et al., 2005) (adaptado de Pennisi, 2002)




4.5.2. Sinais oculares
Os sinais oculares foram observados em oito gatos (18% dos casos de LFel em que foram
relatados os sinais clinicos) (Anexo 7; Anexo 13.n). A maioria destes animais (88%)
apresentou uveites uni ou bilaterais, por vezes, associadas a queratites (25%),

coriorretinites (13%) e conjuntivites (13%).

4.5.3. Sinais gerais
Vinte e seis (59%) dos 44 casos relatados apresentaram sinais gerais (Anexo 7; Anexo
13.0). A LFel pode manifestar-se unicamente com sinais gerais (9%) ou sinais gerais
associados a sinais cutaneos (36%) ou oculares (2%), ou associados a ambos (11%). A lista
de sinais gerais é heterogénea e vasta, pelo que nenhum sinal é patognomoénico desta
doenca. De referir a existéncia de mau estado geral ou caquéxia em doze (46%) dos casos
com sinais gerais, em sete (27%) houve depressédo ou apatia, em seis (23%) observou-se
anorexia. Quatro (15%) gatos demonstraram desidratacdo e quatro (15%) apresentaram
dispneia. Em quatro (15%) animais verificou-se hepatomegalia, em trés (12%) observou-se
esplenomegalia e outros trés (12%) apresentaram febre. De salientar que, doze (46%) gatos
apresentaram adenomegalia: sete (27%) generalizada e cinco (19%) localizada. Alguns
sinais podem ter sido devidos a doencas concomitantes (e.g. dispneia nos animais com

broncopneumonia ou com bronquite parasitaria).

4.6. Diagnostico laboratorial de leishmaniose felina
4.6.1. AlteracBes hematoldgicas e bioquimicas
Alguns gatos com leishmaniose felina ndo apresentaram alteracbes hematoldgicas ou
bioquimicas (Schubach et al., 2004; Figueiredo et al., 2008) (Anexo 8; Anexo 13.p;
Anexo 13.q). Porém, em 18 casos clinicos estas alteracbes foram relatadas: leucocitose
(n = 6), neutrofilia (n = 6), anemia (n = 4), leucopénia (n = 4), eosinofilia (n = 3), neutropénia
(n =2), trombocitopénia (n = 2), linfocitose (n = 1), linfopénia (n = 1) e monocitose (n = 1).
A electroforese das proteinas séricas, foi registada uma hiperglobulinémia em nove (50%)
gatos e uma elevagao das gamaglobulinas em oito (44%) gatos. Num estudo epidemioldgico
efectuado por Pennisi et al. (2000, citados por Pennisi, 2002) foi encontrada uma associagao
significativa ligeira entre o resultado positivo obtido pela técnica da PCR e a presenga de

hipergamaglobulinémia.
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4.6.2. Métodos de diagnéstico
Existem varios tipos de métodos de diagnédstico: os métodos parasitologicos que permitem
realizar um diagndstico por observacao directa do parasita mas que possuem uma baixa
sensibilidade, e os métodos indirectos (seroldgicos e moleculares) que sdo mais sensiveis
mas que ndo provam uma infeccio activa, sendo apenas testemunhas de uma exposicao a
Leishmania (Venet, 2007). Os resultados destas técnicas devem ter em conta o contexto

clinico e epidemioldgico do animal.

4.6.2.1. Métodos parasitologicos directos: histopatologia e citopatologia
Em 45 casos clinicos foram utilizados exames citolégicos ou histolodgicos para a observagao
microscopica de formas amastigotas de Leishmania (Anexo 9; Anexo 13.s). O parasita foi
observado nas lesdes cutdneas de todos os 29 gatos em que foi procurado. Foram
encontradas formas amastigotas de Leishmania nos linfonodos (n = 15), na medula 6ssea
(n = 5), no figado (n = 3), no bago (n = 3), nos olhos (n = 2), no sangue (n = 2) e no intestino

e estbmago (n = 1). , ,
Figura 20 - Formas amastigotas de
Nos casos de LFel em que foi efectuada Leishmaniachagasi
Observar amastigotas dentro (seta longa) e
fora (seta curta) de um macréfago retirado
inflamatérias granulomatosas associadas ou ndo  de um nédulo cutaneo de um gato (adaptado
. . de Savani et al., 2004)
a presengca de formas amastigotas de . e
& 5

-

histopatologia observaram-se lesbes

Leishmania visiveis nos macrofagos (Costa-
-Durdo, Rebelo, Peleteiro, Correia, & Simoes,
1994; Ozon et al., 1998; Schubach et al., 2004;
Rufenacht et al.,, 2005). A observagdo dessas
lesbes e a auséncia de parasitas visiveis deve

conduzir a realizagdo de outros exames

. . ¥ » . h N
complementares mais sensiveis. A 10 pm pe d
. , . . R A — '
imunohistoquimica permite pbér em evidéncia a L8

parasitas nao visiveis em coloracdo classica. Este método foi utilizado em quatro gatos,
sendo que em trés foram visiveis os protozoarios (Costa-Durdo et al.,, 1994; Leiva et al.,
2002; Poli et al., 2002).

4.6.2.2. Isolamento de Leishmania in vitro — cultura
O isolamento in vitro oferece vantagens sobre os métodos in vivo: as culturas tornam-se
positivas mais rapidamente (5 a 30 dias comparado com meses para o aparecimento de
lesdes num animal) e o material € menos dispendioso. Apesar disso, o isolamento in vitro
exige uma execugao em condigbes estéreis. Infelizmente, ndo existe um meio de cultura
“‘universal” em que todas as leishmanias se multipliquem facilmente, é quase impossivel

predizer qual o meio que se adequara a um particular isolado de Leishmania. Quando se
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tenta fazer um isolamento primario de organismos desconhecidos, deve ser utilizado um
meio do tipo agar-sangue (preferencialmente o meio Novy, McNeil e Nicolle), o meio de
infusdo cérebro-coragdo ou o meio de Tobie modificado por Evan (OIE, 2008). A amostra
mistura-se com um meio de cultura, incuba-se e, depois, examina-se ao microscopio ao fim
de uma semana para a deteccao de formas promastigotas. Em caso de resultado negativo,
procede-se a uma nova cultura por uma semana, e assim durante quatro semanas antes de
se obter uma resposta definitiva (Maia & Campino, 2008b). Em alguns casos clinicos de

LFel foi efectuada a cultura do parasita (Anexo 10; Anexo 13.u).

4.6.2.3. Técnicas moleculares
As técnicas baseadas na Reaccdo da Polimerase em Cadeia (PCR) ja foram utilizadas para
a identificacao de Leishmania em 13 gatos (Anexo 10; Anexo 13.v).
A técnica da PCR consiste na extracgdo do acido desoxirribonucleico (ADN), seguida da
amplificacdo do material genético utilizando sequéncias oligonucleotidicas — “primers”. Os
“primers” sao seleccionados de uma pequena subunidade de um gene de acido ribonucleico
ribossémico, de minicirculos de ADN do cinetoplasto ou de sequéncias de ADN gendmicas
altamente repetitivas. Por fim, efectua-se a analise dos produtos amplificados (OIE, 2008).
Na LCan, a técnica da PCR é fiavel, altamente sensivel, relativamente rapida e reproduzivel.
A técnica da PCR é muito mais sensivel que os métodos parasitolégicos e seroldgicos, tanto
em caes sintomaticos como assintomaticos, sendo capaz de detectar uma infeccao por
L. infantum mesmo quando aqueles testes ndo sao capazes de a detectar. As amostras de
medula 6ssea e de pele séo ligeiramente mais sensiveis que o sangue (Quaresma et al.,
2009). Nos caes, a técnica da PCR, utilizando sangue, tem levantado algumas questdes,
nomeadamente, a duragdo, a constancia e a intensidade da parasitémia sdo em grande
medida desconhecidas (Maia & Campino, 2008b), originando falsos negativos em especial
em caes assintomaticos. Por outro lado, durante a época de transmissdo podem ocorrer
falsos positivos devido as infecgbes transitérias (Maia & Campino, 2008b). No estudo
epidemiolégico realizado em ltalia por Boari et al. (2005, citado por Venet, 2007), em 203
gatos errantes, 33 foram positivos pela técnica da imunofluorescéncia indirecta (IFl). Onze
gatos seropositivos foram testados novamente dois a seis meses depois. Seis eram ja
seronegativos, no entanto, o ADN de L. infantum ainda foi detectado nos linfonodos dos 11
animais. Ao mesmo tempo, a técnica da PCR efectuada ao sangue sé permitiu identificar
ADN do parasita em 5 gatos. A técnica da PCR efectuado aos linfonodos e a medula dssea
parece mais eficaz que a técnica da PCR efectuada ao sangue. No entanto, a obtencao de
amostras destes dois tecidos € mais invasiva.
Nos casos clinicos de LFel, os tecidos utilizados na técnica da PCR foram o sangue (n = 5),
o tecido cutaneo lesionado (n = 4), os linfonodos (n = 3), a medula 6ssea (n = 2) e 0 bago

(n = 1). Em trés gatos ndo foi especificado o tecido utilizado. O parasita L. infantum foi
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identificado em quatro animais (Poli et al., 2002, Savani et al., 2004, Serrano et al., 2008,
Marcos et al., 2009) e num gato foi identificado o subgénero Viannia (Passos, Lasmar,

Gontijo, Fernandes, & Degrave, 1996).

4.6.2.4. Técnicas serolbgicas
As técnicas serolégicas sao as técnicas preferenciais para o diagnéstico de LCan e LVHum,
mesmo durante as fases iniciais da doencga. Nas formas subclinicas, os casos seropositivos
devem ser confirmados por diagndstico parasitoloégico ou pela técnica da PCR. A serologia
tem menos valor na leishmaniose cutdnea e na leishmaniose mucocutadnea humana (OIE,
2008). Como o numero de casos clinicos de LFel diagnosticados é reduzido, é dificil o
estabelecimento de valores limites proprios a esta espécie bem como a obtencéo de animais
controlos positivos (Venet, 2007), no entanto, foram utilizadas varias técnicas serolédgicas
(Anexo 9; Anexo 13.r).
Na LCan visceral, altos titulos de anticorpos indicam infec¢ao activa e potencial transmissao
do protozoario para os vectores (Quinnell et al., 2003). No entanto, varios estudos
demonstraram que 0 mesmo nao ocorre nos casos de LFel.
Kirckpatrick et al. (1984, citados por Venet, 2007) efectuaram a inoculagéo intradérmica de
formas promastigotas de L. infantum em seis gatos. S6 ocorreu um aumento significativo da
taxa de anticorpos (16 semanas pés-infecgdo) quando ja nenhum parasita foi encontrado no
sangue, na medula 6ssea, no bago e no figado.
Martin-Sanchez et al. (2007) efectuaram um estudo epidemiolégico em que verificaram que
a frequéncia de resultados positivos para a técnica da PCR (ADN de L. infantum) em gatos
com titulos < 20 e titulos = 40 pela técnica da IFI foram semelhantes. Além disso, a maior
proporgao de resultados positivos obtidos pela técnica da PCR foi observada em gatos com
titulos de anticorpos iguais a 20 e a menor propor¢gdo de resultados positivos obtidos pela
técnica da PCR foi apresentada pela populagdo com maior titulo de anticorpos
anti-Leishmania (= 160). Aqueles investigadores concluiram que os métodos seroldgicos
convencionais nao sao eficazes para detectar a infeccdo activa em gatos. Os resultados
obtidos por Martin-Sanchez et al. (2007), no seguimento dos gatos com resultados positivos,
podem até sugerir a possibilidade da resposta imunitaria humoral ter um papel protector em
gatos infectados com Leishmania. Resultados semelhantes foram obtidos no estudo de
Simbes-Mattos et al. (2005), que apds infectarem experimentalmente um gato com
L. braziliensis, ndo obtiveram uma correlagao entre as lesdes activas contendo o parasita e
o resultado positivo na técnica serolégica. A emergéncia das lesdes precedeu a producao de
anticorpos, além disso, todos os gatos s6 apresentaram seropositividade quando as lesbes
ja estavam em fase de resolugédo. Uchda et al. (2001) ja tinham detectado que ndo havia
uma associagcado entre a infecgdo activa por L. braziliensis em cées e os resultados da

sorologia pela técnica da IFI.
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a) Técnica daimunofluorescéncia indirecta (IFI)
A técnica da IFI permite detectar anticorpos anti-Leishmania e € amplamente utilizada pela
sua facilidade de execugdo. Esta técnica é especifica do género, embora possam ocorrer
reacgdes cruzadas com Trypanosoma cruzi. Em areas livres de T. cruzi, a técnica da IFI
para o diagndstico clinico de LVHum ou LCan tem uma sensibilidade de 96% e uma
especificidade de 98%. Embora os amastigotas possam ser utilizados como antigénios, os
promastigotas representam a forma de antigénio mais frequentemente utilizada (OIE, 2008).
A técnica da IFI foi utilizada em 13 estudos seroepidemioldgicos de LFel e em 17 casos

clinicos de LFel (Anexo 3; Anexo 13.r).

b) “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” (ELISA)
A técnica de ELISA pode ser efectuada em soro ou em sangue. Apds picada com uma
agulha, o sangue é recolhido num papel absorvente apropriado e deixado a secar. A
amostra € eluida e testada numa unica diluicdo previamente determinada para fornecer uma
sensibilidade e uma especificidade aceitaveis. Esta técnica pode ser utilizada em estudos
seroepidemiolégicos em condigdes de campo (OIE, 2008). A técnica de ELISA foi utilizada
em nove estudos seroepidemioldgicos de LFel e em nove casos clinicos de LFel (Anexo 3;

Anexo 9; Anexo 13.r).

c) Outros métodos utilizados no diagndéstico de leishmaniose felina
Outros métodos laboratoriais de diagndstico utilizados para detectar casos de LFel incluiram
o teste de aglutinagao directa (DAT) (Ozon et al., 1998), o teste de hemaglutinacao indirecta
(IHA) (Morsy et al., 1994; Marcos et al., 2009), a imunoprecipitagdo (Laruelle-Magalon &
Toga, 1996) e o Western-blot (WB) (Laruelle-Magalon & Toga, 1996; Ozon et al., 1998;
Grevot et al., 2005).

4.7. Tratamento e evolucdo do estado clinico dos animais com leishmaniose felina
4.7.1. Moléculas activas sobre as leishmanias

Os principais compostos usados no tratamento das leishmanioses incluem os compostos
antimoniais pentavalentes (Estibogluconato de Sdédio e Antimoniato de Meglumina), a
Aminosidina (antibiético aminoglicésido), a Anfotericina B (antibidtico poliénico com elevada
afinidade para o Ergosterol), a Pentamidina (diamidina aromatica), a Miltefosina, o
Alopurinol, as alilaminas (e.g. Terbinafina) e os derivados do Imidazol (e.g. Ketoconazol e
Itraconazol) (Croft, Yardley & Kendrick, 2002; Croft & Coombs, 2003; Meireles, 2008)

52



4.7.2. Evolugao do estado clinico dos animais com leishmaniose felina
Em 27 casos de LFel, a evolugdo do estado clinico do animal foi observada (Anexo 12;
Anexo 13.x; Anexo 13.z). Como essa observagao nao foi padronizada, a comparagao entre
os casos ficou dificultada. Nove (33%) gatos alcangaram a cura clinica e 16 (59%) animais
morreram ou foram eutanasiados. As mortes nem sempre foram devidas a LFel tendo sido,

por vezes, originadas por doengas concomitantes.

4.7.2.1. Gatos ndo tratados com farmacos anti-Leishmania

Dos 27 gatos em que a evolugao do estado clinico foi observada, 14 gatos nao receberam
nenhum tratamento especifico contra a leishmaniose. Desses 14 gatos, 11 (79%) morreram
ou foram eutanasiados. Dos 11 gatos que morreram, sete deles apresentaram disseminagao
visceral do parasita. Além disso, desses 11 animais alguns apresentaram doencgas
concomitantes graves: um animal apresentou uma infecgao por FIV, uma insuficiéncia renal
cronica (IRC) e uma broncopneumonia com piotérax (Pennisi et al., 1999, citado por Pennisi
et al., 2002), um outro animal também apresentou IRC e infec¢ao por FIV (Pennisi et al.,
2002) e outro apresentou um carcinoma espinocelular, uma co-infecgao por FIV e por FeLV
(Grevot et al., 2005). Mais dois animais (dos 11 que morreram) apresentaram-se infectados
por FIV.

4.7.2.2. Gatos em que foi efectuada a exerése do tecido cutaneo
lesionado
Em seis gatos efectuou-se a exerése do tecido cutaneo lesionado. Em dois desses animais
ocorreram recidivas da lesdo (Costa-Durao et al., 1994; Leiva, 2002), num ocorreu a cura
clinica mesmo na auséncia de qualquer tratamento adicional (Verneuil, 2006) e noutro
animal, que nao recebeu qualquer tratamento especifico anti-Leishmania, ocorreu a morte
(Poli et al., 2002).

4.7.2.3. Gatos tratados contra a leishmaniose

Os ensaios terapéuticos foram realizados em 13 gatos, e a cura clinica foi obtida em sete
(54%) desses animais. Varios tratamentos foram testados a partir de moléculas mais ou
menos eficazes nos caes e no homem (Anexo 13.z).

O Antimoniato de Meglumina foi utilizado em trés gatos: dois animais apresentaram cura
clinica (num foi utilizada associagdo com Ketoconazol) e noutro houve melhoras
significativas.

O Alopurinol foi administrado em seis gatos: a cura clinica foi obtida em quatro, um gato
obteve melhoras significativas (houve associacdo com ltraconazol e Ketoconazol) e outro

morreu.
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A Pentamidina foi utilizada duas vezes: num animal ocorreu a cura clinica e noutro ocorreu a
morte. O Fluconazole, o Clotrimazole, o Levamisole, a Aminosidina e o Metronidazol
associado com Espiramicina também foram utilizados, porém, em todos os animais em que
foram administrados nao houve melhoras clinicas e ocorreu a morte.

No entanto, estes ensaios terapéuticos, ndo permitem tirar conclusdes significativas de
sucesso terapéutico com a administracdo de um farmaco especifico, uma vez que o numero
de casos de LFel em que o tratamento foi efectuado foi muito baixo e os ensaios nao foram
padronizados. A existéncia de varias doengas concomitantes pode ter determinado a morte

de alguns animais.

5. Profilaxia
5.1. Controlo dos vectores

Uma protecgcao eficaz contra os flebotomineos deve incluir a permanéncia dos animais
dentro da habitacdo durante o periodo de maior actividade dos vectores (em especial, do
anoitecer ao amanhecer), a reducdo dos microhabitats favoraveis aos flebotomineos, a
utilizacdo de pulverizagdes com solugdes insecticidas e a utilizagdo de insecticidas topicos
com actividade comprovada contra o vector. Os piretréides sdo insecticidas de accéao
residual eficazes contra as espécies flebotominicas. O uso de repelentes na pele e na roupa
pode ser eficaz para os humanos. Como os locais de criadouros dos flebotomineos sao
geralmente desconhecidos as medidas de controlo dos vectores imaturos sdo pouco
eficazes (Alexander & Maroli, 2003; Amora, Bevilaqua, Feijé, Alves & Maciel, 2009). Em
algumas zonas da india, algumas espécies de flebotomineos ja apresentaram resisténcias
ao DDT, a Dieldrina, ao Malatido e a Permetrina (Mittal, Wijeyaratne & Pandey, 2004). Ja
ficou demonstrado que a utilizagdo de redes impregnadas com insecticidas nas janelas é
muito eficaz na eliminagao dos flebotomineos endofilicos (Killick-Kendrick, 1999), pelo que
poderia ser uma forma eficaz de evitar a infecgdo por Leishmania nos humanos e nos gatos
domésticos. No cao, o principal reservatorio de L. infantum, é aconselhado o uso de coleiras
impregnadas de Deltametrina (Manzillo et al.,, 2006) que possuem uma acc¢ao repelente
sobre os flebotomineos. Deve ter-se em conta que os piretréides, aconselhados nos caes,

sdo toxicos para os gatos (Sutton, Battes & Campbell, 2007).

5.2. Perspectivas futuras para o tratamento e a profilaxia da leishmaniose felina
Os genomas de L. major (lvens et al., 2005), de L. infantum e de L. braziliensis (Peacock et
al., 2007) ja se encontram totalmente sequenciados. O conhecimento dos seus genes
podera melhorar a compreensao sobre estes parasitas, podendo levar a identificacdo de
alvos para novas armas terapéuticas e medidas profilacticas mais seguras e eficazes.
Estdo a ser testadas algumas vacinas para caes que demonstraram ter elevada eficacia.

Uma delas, composta de antigénios de L. infantum, esta a ser testada em Franga (Lemesre
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et al., 2007). No Brasil, ja existe uma vacina (Leishmune®) para a LCan, que demonstrou um
efeito protector de 95% nos cées vacinados e uma eficacia vacinal de 80% (Borja-Cabrera et
al., 2002). Esta vacina bloqueia a transmissdo do parasita pois promove o aumento dos
anticorpos no sangue dos caes protegidos que impedem a ligagdo das leishmanias aos
intestinos médios dos flebotomineos. Foi demonstrada a diminuicdo da incidéncia da
LVHum e LCan apds a vacinagcao em areas endémicas do Brasil (Palatnik-de-Sousa et al.,
2009) Até ao momento n&do houve relatos de estudos de imunoprofilaxia em gatos, mas
estes animais poderao beneficiar muito da imunizagao dos caes (os principais reservatérios

de L. infantum).

6. Epidemiologia da leishmaniose felina

6.1. Prevaléncias obtidas pelos métodos parasitol6gicos directos: histopatologia e

citopatologia (Anexo 2)

Dos sete estudos seroepidemiolégicos efectuados recorrendo a histopatologia e
citopatologia de figado, bago, medula éssea ou tecido auricular as prevaléncias variaram
entre 0% (Giordano, 1933, Alencar et al., 1955, Deane et al., 1956, citados por Venet, 2007)
e 20,5% (16/78 animais) (Morsy et al., 1980, citados por Venet, 2007). Recorrendo a estes
métodos foi possivel observar formas amastigotas de Leishmania em 19 (1%) dos 1304

animais testados em estudos epidemioldgicos em todo o Mundo.

6.2. Prevaléncias obtidas pelos métodos moleculares (Anexo 2)
Dos quatro estudos efectuados recorrendo a técnica da PCR obtiveram-se prevaléncias de
0% (0/26 gatos) (Venet, 2007), de 25,7% (47/183 gatos) (Martin-Sanchez et al., 2007), de
30,4% (7/23 gatos) (Maia et al., 2008a) e de 61% (54/89 gatos) (Pennisi et al., 2000, citados
por Pennisi, 2002). Foi encontrado ADN de Leishmania em 108 (34%) dos 321 animais

testados pela técnica da PCR a nivel mundial.

6.3. Prevaléncias obtidas pelos diferentes métodos serologicos

Os estudos seroepidemiolégicos (IFI, IHA, WB, ELISA, DAT) foram realizados no Egipto,
Israel, Brasil, Portugal, Espanha, Franca, Italia e Grécia.

A técnica da IFI foi utilizada em 13 estudos, as prevaléncias variaram entre 0% (Sherlock et
al., 1996, citados por Venet, 2007; Faria, 2008; Figueiredo et al., 2009) e os 68% (60/89
gatos) (Pennisi et al., 2000, citados por Pennisi et al., 2002).

A técnica de ELISA foi utilizada em nove estudos, as prevaléncias obtidas variaram entre os
1,7% (Portus et al., 2002, citados por Pennisi, 2002) e os 40,5% (43/106) (Simbes-Mattos et
al., 2002, citados por Venet, 2007).
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O teste de aglutinacéo directa foi utilizado por Ramos et al. (2002) e permitiu obter uma
prevaléncia de 42% (21/50 gatos com imunodisfuncgdes).

O Western Blot foi utilizado em trés estudos (Marechal, 1993, citados por Venet, 2007; Ozon
et al., 1999, citados por Venet, 2007; Solano-Gallego et al., 2007) assim como a técnica da
hemaglutinacao indirecta (IHA) (Michael et al., 1982, citados por Pennisi, 2002; Morsy et al.,
1988, citados por Pennisi, 2002; Morsy & El Seoud, 1994)

6.4. Resultados importantes obtidos através dos estudos epidemiolégicos
6.4.1. Susceptibilidade dos gatos a infeccao por Leishmania
6.4.1.1. Factores intrinsecos
Pennisi et al. (2000, citados por Pennisi, 2002) encontraram uma associagao ligeira de
resultados positivos pela técnica da PCR (ADN de Leishmania), o sexo (fémeas) e a idade
(= 2 anos), mas, ndo houve associagdo com a racga. Noutro estudo, Nasereddin, Salant, &
Abdeen (2008) nao encontraram diferencas significativas para o sexo nem para a idade em
gatos que apresentaram anticorpos anti-Leishmania. Vita et al. (2005) detectaram anticorpos

(IFI nas diluigdes 21:40) em gatos desde os trés meses aos 16 anos.

6.4.1.2. Factores extrinsecos

Vita et al. (2005) observaram que 85% (28/33) dos animais que tinham anticorpos eram
animais errantes ou com acesso ao exterior. No estudo de Ozon et al. (1999, citados por
Venet, 2007) observou-se que o numero de gatos seropositivos que vivem dentro de
habitagdes era muito inferior ao nimero de gatos seropositivos que viviam no exterior (ndo
foi referido se os resultados eram significativos).

Nasereddin et al. (2008) encontraram uma correlagdo significativa entre uma altitude maior
que 762 metros (Jerusalém) e a seropositividade para Leishmania e ndo encontrou uma
associagao significativa com a seropositividade para T. gondii.

Os resultados obtidos nos estudos epidemioldgicos sobre as co-infecgdes por FIV e por

FelLV serao referidos mais adiante (pagina 63).

6.5. Conclus@es obtidas a partir dos estudos epidemioldgicos

Os métodos parasitologicos directos demonstraram a existéncia de uma circulacido de
Leishmania na espécie felina (1% dos 1304 animais testados) e a técnica da PCR detectou
a presenga de ADN do parasita nha mesma espécie (34% dos 321 animais testados). Os
métodos seroldgicos detectaram que 16% dos 2881 gatos testados estiveram em contacto
com Leishmania e desenvolveram uma resposta imunitaria, no entanto, estes métodos nao
indicam a existéncia de circulacéo activa do parasita no animal.

As prevaléncias obtidas através dos métodos parasitolégicos (entre 0% e 20,5%),

moleculares (entre 0% e 61%) e seroldgicos (entre os 0% e os 68%) foram muito dispares e
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isto ficou a dever-se a varios factores. Devem ser tidas em conta as distintas sensibilidades
dos métodos utilizados bem como as diferentes pressdes de infecgcdo. Além disso, as
distintas distribuigbes geograficas, em diferentes periodos de tempo, e no caso dos métodos
parasitologicos e da técnica da PCR, os diferentes tecidos testados (sangue, figado, bago,
medula éssea, tecido auricular) sdo também factores relevantes na interpretagdo desses
valores.

E dificil avaliar a importancia da circulacdo de Leishmania nos gatos, porque os métodos
seroldgicos e a técnica da PCR néo indicam directamente uma circulagao destes parasitas e
0s métodos parasitoldgicos directos sdo menos sensiveis. Também, as disparidades
regionais e de pressdoes de infeccdo dos varios estudos devem ser levadas em

consideragéo.

7. Contributo dos estudos experimentais na compreenséo da leishmaniose felina
7.1. Experiéncias de inoculagdo com Leishmania em gatos

7.1.1. Experiéncia de Anjili & Githure (1993, citados por Venet, 2007)
No Quénia, doze gatos errantes foram infectados com L. donovani: seis gatos por via
intravenosa (V) e seis gatos por via intra-cardiaca. Um gato de cada grupo foi sacrificado
aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias apds a infecgao. Para todos os gatos, as culturas e
esfregacos de medula 6ssea, figado, bago, rins e linfonodos apresentaram resultados

negativos.

7.1.2. Experiéncia de Kirckpatrick et al. (1984, citados por Venet, 2007)
Foi efectuada uma inoculacao IV de amastigotas de L. donovani e de L. infantum em gatos.
Os amastigotas de L. donovani foram detectados no figado, no bago e na medula 6ssea,
nas oito primeiras semanas poés-infeccao (SPI). As culturas de sangue foram positivas
unicamente nas primeiras duas SPI. A taxa de anticorpos elevou-se significativamente cerca
das oito SPI. O mesmo fendmeno foi observado apds a infecgao por L. infantum, com um
atraso de 16 SPI, mas nenhuma cultura com sangue foi positiva. A inoculagao intradérmica
(ID) de formas promastigotas de L. infantum em seis gatos promoveu um aumento
significativo da taxa de anticorpos quando ja nenhum parasita foi encontrado no sangue, na
medula 6ssea, no bago ou no figado. Concluiu-se que os gatos domésticos eram menos
sensiveis a infecgao por L. donovani ou L. infantum por inoculagao IV que os hamsters, os
caes e algumas espécies de roedores. Observou-se que o gato foi mais sensivel a infecgao
que os ratos e os coelhos de laboratério. Como apenas duas espécies de Leishmania foram
inoculadas, foi sugerida a existéncia de “estirpes” mais virulentas para estes felinos. Os
gatos produziram quantidades de anticorpos anti-Leishmania relativamente elevadas e

detectaveis pela técnica da IFI, qualquer que tivesse sido a via de inoculagéo.
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7.1.3. Experiéncia de Simdes-Mattos et al. (2005)

Simées-Mattos et al. (2005) efectuaram a inoculagéo ID de 10’ formas promastigostas de
L. braziliensis na trufa e nas orelhas de 13 gatos errantes. Realizou-se a observagdo ao
longo de 72 semanas. As duas SPI, surgiu uma papula na orelha seguida da emergéncia de
papulas-satélite a volta da lesédo primaria (cerca das quatro SPI). Duas semanas depois, as
papulas coalesceram e formaram um nodulo grande e irregular. Para além disso, ocorreu a
disseminacao da lesdao (em 40% dos gatos) para a superficie externa e para margem do
pavilhao auricular e, mais tarde, para a outra orelha. Na 10.2 SPI, alguns nédulos ulceraram.
As lesbes nasais apresentaram uma evolucdo semelhante. Em ambos os locais de
inoculagcao, as lesdes alcangaram o seu tamanho maximo na 10.2 SPI e comegaram a
decrescer na 12.2 SPI. Os nédulos das orelhas e da trufa desapareceram respectivamente
na 32.2 e 40.2 SPI. Uma adenomegalia regional foi observada na 11.2 SPI na maioria
(92,3%) dos animais. No final da experiéncia, foi ainda detectada em dois dos oito gatos
restantes. Apesar disso, a doenca foi controlada e todos os animais aparentavam estar
sdos. Nenhum dos gatos apresentou sinais de disseminagdo visceral, nem formas
amastigotas na medula 6ssea, no figado ou no bago. No decorrer da experiéncia, a pelagem
dos gatos tornou-se seca e quebradica, dez gatos apresentaram espirros e fluxo nasal e
cinco apresentaram perda de peso. No final das 72 semanas, s6 um gato apresentou uma
alopécia bilateral nos membros e um outro gato demonstrou episddios de espirros.

Os titulos de anticorpos 1gG especificos para L. braziliensis foram detectados as duas SPI
em apenas trés (23%) felinos. A seroconversdo média do titulo de anticorpos ocorreu
quando as lesdes ja estavam na fase de resolugdo. O titulo maximo de anticorpos ocorreu
na 20.2 SPI, quando as lesdes ja estavam claramente diminuidas. Trés animais continuaram
a apresentar serologia positiva na 72.2 SPI. Até essa altura, nenhum gato apresentou

recorréncia da leséo.

7.2.Inoculacdo de isolados de Ileishmanias de origem felina em
animais de laboratorio

O hamster (Mesocricetus auratus) € o animal mais frequentemente utilizado para o
isolamento in vivo. As suspensodes de tecido ou os aspirados sao inoculados ID na trufa ou
nos membros para a detecgdo de parasitas dermotrépicos. Quando o material é suspeito de
estar infectado com parasitas causadores de leishmaniose visceral a inoculacdo deve ser
via intraperitoneal. A infecgao resultante torna-se aparente, semanas ou meses depois, com
o desenvolvimento de nodulos ou ulceras no local de inoculagdo e no caso de parasitas
viscerotropicos, a infecgdo torna-se aparente, meses depois, pela infecgcdo dos orgaos
internos. Os esfregacos dos tecidos do hamster sdo corados com Giemsa para pesquisa de
amastigotas (OIE, 2008). A inoculacdo de material proveniente de gatos infectados foi varias

vezes bem sucedida no hamster (Craig et al., 1986; Bonfante-Garrido et al., 1996; Souza,
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Nunes, Borralho & Ishikawa, 2009). No entanto, esta técnica so € utilizada em investigacao
devido ao prolongado tempo de incubacgéo.

Foram feitas inoculagdes em diversas espécies (cobaios, ratos domésticos, ratos brancos,
caes, gatos, sauias) com material proveniente de gatos infectados porém os resultados
obtidos foram negativos (Mello, 1940; Poli et al., 2002) ou ainda n&o tinham sido obtidos a
data de publicacédo (Souza et al., 2005). No entanto, houve inoculagbes que resultaram em
infeccado dos animais experimentais (Anexo 11). Craig et al. (1986) propagaram L. mexicana
proveniente de um gato infectado em macréfagos de bovino e em hamsters sirios. Bonfante-
-Garrido et al. (1996) isolaram L. venezuelensis de quatro gatos e realizaram a inoculagao
desse parasita em hamsters. Produziu-se inflamagdo semelhante a um grande tumor no
ponto de inoculagdo com metastases generalizadas a pele (contendo histiécitos preenchidos
com amastigotas). Souza et al. (2009) inocularam o material recolhido de nédulos de um
gato infectado com L. amazonensis em dois hamsters. Os animais experimentais

apresentaram lesdes similares as do gato 15 dias apés a inoculagao.

7.3. Infeccdo experimental de invertebrados a partir de gatos com LFel
Mello (1940), utilizou exemplares de Triatoma brasiliensis para sugar a pele lesionada do
gato e encontrou promastigotas no intestino deste insecto 6 a 15 dias apds a refei¢ao.
Maroli et al. (2007) expuseram um gato naturalmente infectado com L. infantum MON-1, a
picada de 100 fémeas de P. perniciosus (principal vector do local de origem do animal).
Apds 90 minutos de exposigdo, 20 das 100 fémeas alimentaram-se do sangue do gato. No

aparelho digestivo de quatro fémeas ingurgitadas foram encontrados promastigotas moéveis.

7.4. Futuros estudos experimentais
A inoculagdo experimental em gatos ja foi bem sucedida usando as vias intravenosa
(Kirkpatrick et al., 1984) e intradérmica (Simdes-Mattos et al., 2005), no entanto, seria
interessante efectuar uma infeccdo experimental em gatos com a utilizagdo de
flebotomineos infectados a partir de caes. A inoculagao de leishmanias obtidas do gato em
outros animais, apenas se tem revelado positiva em hamsters, o que levanta diavidas sobre
uma possivel atenuagdo da viruléncia de Leishmania na passagem pelo gato. Logo, seria
interessante tentar a infeccdo secundaria de caes com isolados de Leishmania provenientes

de gatos, podendo ser utilizados flebotomineos infectados ou a inoculagdo experimental.
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8. Leishmaniose em Portugal

A leishmaniose é uma zoonose endémica em Portugal. Entre 2000 e 2006, 144 casos de
LVHum foram diagnosticados no laboratério da Unidade de Leishmanioses do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical (IHMT), a maioria dos quais eram casos de pessoas da Area
Metropolitana de Lisboa (AML). Os caes sado considerados como o hospedeiro reservatério
principal deste parasita (Maia et al., 2008a). Segundo um inquérito realizado a médicos
veterinarios de clinicas de animais de companhia por Pereira da Fonseca, Santos, Diaz &
Oliveira (2008), a LCan esta presente em todos os distritos de Portugal continental e na
Madeira. No entanto, foram identificados trés focos endémicos principais: o Alto Douro, a
AML e o Algarve. Em algumas areas da regido do Alto Douro, a seroprevaléncia canina
alcangou os 81,1% e no Algarve, foi observada uma seroprevaléncia média de 7,0%
(Pereira, 2008). Entre 2002 e 2003, foi realizado um estudo epidemiolégico na area urbana
de Lisboa, em que 19,2% dos caes estudados eram seropositivos (Cortes et al., 2007). Para
além dos cées, ja foi documentada a existéncia deste parasita em raposas na peninsula de
Setubal, com uma prevaléncia de 5,6% (Pereira, 2008). Pereira da Fonseca et al. (2002)
obtiveram prevaléncias bem mais elevadas através dos métodos parasitolégicos (esfregacos
de medula e linfonodos) e moleculares (PCR) em raposas vermelhas da Beira Interior
(37,5% das 32 testadas) e do Alentejo (27,7% das 18 testadas).

Os flebotomineos encontrados em Portugal foram Phlebotomus perniciosus, P. ariasi, P.
sergenti, P. papatasi e Sergentomyia minuta (Pires, 2000). Em climas temperados, como € o
caso de Portugal, as alimentagcdes de Phlebotomus tendem a ocorrer de Maio a Outubro,
principalmente ao crepusculo e durante a noite (Tomas & Freitas Roméao, 2008). A espécie
L. infantum foi, até a data, a unica espécie do parasita identificada em Portugal, tendo sido
ja encontrados quatro zimodemes de L. infantum em humanos (MON-1, MON-24, MON-29 e
MON-80). Apenas o zimodeme MON-1 foi isolado em caes sendo, também, o predominante

(96,7%) na populagédo humana (Campino et al., 2006).

8.1. Leishmaniose felina em Portugal
8.1.1. Casos clinicos de leishmaniose felina em Portugal

Em Portugal, foram diagnosticados trés casos clinicos de leishmaniose felina (Costa-Durao
et al., 1994; Sanches et al., 2009; Marcos et al., 2009).

Costa-Durao et al. (1994) diagnosticaram LFel numa gata adulta proveniente de Sesimbra
que possuia um nodulo cutaneo na regido suborbital esquerda. Foram relatadas alopécias
assimétricas e n&o-pruriginosas no dorso antes da emergéncia desta lesdo. Achados
histopatolégicos do noddulo extirpado confirmaram a presenga de amastigotas de
Leishmania. Houve recorréncia da lesdo sobre o olho direito. O isolamento in vitro do agente
permitiu identificar promastigotas ao fim de 60 dias. O animal apresentava valores de

Alanina aminotransferase (ALT) aumentados. O tratamento especifico de leishmaniose foi
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efectuado com Antimoniato de N-metilglucamina (na dose de 1,25 mL IM, num total de 20
injecgbes em dias alternados). O tratamento instituido foi bem tolerado e ocorreu uma
notavel normalizagao do valor da ALT.

Sanches et al. (2009) diagnosticaram LFel num gato com sete anos de idade e com perda
de pélo excessiva, descamagdo e prurido generalizado. O animal apresentava uma
conjuntivite bilateral, uma uveite no olho esquerdo e uma lesao ulcerosa a nivel do plano
nasal. Confirmou-se uma demodicose por Demodex cati. Nos testes serolégicos apresentou
resultados negativos para a detecgao de FIV e de FelLV e apresentou um resultado positivo
para a deteccdo de Leishmania (titulo de anticorpos igual a 240). Posteriormente, foram
observadas formas amastigotas numa citologia de um linfonodo. Como tratamento inicial foi
aplicada uma pipeta de Advocate® (associacdo de Imidaclopride com Moxidectina),
Alopurinol numa dose de 10 mg/Kg BID e Conjuntilone-S® (Neomicina, Polimixina B e
Prednisolona). Duas semanas depois o paciente apresentava melhoras significativas.
Marcos et al. (2009) diagnosticaram LFel numa gata com quatro anos de idade, que tinha
acesso ao exterior numa zona endémica de LCan (Covilhd). A gata apresentou resultados
negativos nos testes para a detecgdo de FIV e de FelV. Apresentou-se a consulta com
anorexia e depressdo. Para além disso, foi observada uma pancitopénia severa com
autoaglutinacao de eritrécitos. Em esfregacos de sangue, foram observados amastigotas de
Leishmania no interior de neutrdfilos. O parasita foi também observado na medula 6ssea. O
animal apresentou um titulo de anticorpos igual a cem no teste de hemaglutinagéo indirecta
para Leishmania. A técnica da PCR efectuada utilizando o sangue periférico confirmou a
infeccdo por Leishmania infantum. Apesar do tratamento (transfusdo sanguinea e
administragcdo de Alopurinol e de Nandrolona), o estado clinico piorou e a gata foi

eutanasiada. Na necropsia, a disseminacao visceral do parasita foi confirmada.

8.1.2. Estudos epidemiolégicos de leishmaniose felina em Portugal
Vaz et al. (2005) realizaram uma pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pela técnica da IFI
em gatos errantes da regido de Lisboa. Apenas um (1,03%) de 97 animais foi positivo
(diluicao de 1:160). O mesmo animal tinha cerca de trés anos de idade, apresentava sinais
respiratérios e lesdes oculares. Apesar de apresentar um bom estado corporal, apresentou
resultados positivos para a deteccéo de FIV, de Mycoplasma e de Toxoplasma.
Faria (2008) realizou um estudo epidemioldgico no concelho de Vila Franca de Xira (AML).
Nenhum dos 50 gatos apresentados na clinica e nenhum dos 25 gatos de gatil apresentou
resultados positivos para anticorpos anti-Leishmania utilizando a técnica de IFI (diluigdes de
1:40 e 1:80). Na mesma area, no mesmo periodo de tempo e utilizando a mesma técnica,
detectou-se que 46,88% (60/128) dos caes apresentaram anticorpos anti-Leishmania

(diluigédo maior ou igual a 1:80).
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Maia, Nunes, e Campino (2008a) realizaram um estudo epidemiolégico em 23 gatos
errantes assintomaticos da area urbana de Lisboa. Em sete (30,4%), foi identificado ADN de
Leishmania infantum por PCR e por PCR-RFLP. A técnica da IFI foi realizada em amostras
de soro de 20 gatos, quatro (15%) apresentaram resultados positivos: trés animais
apresentaram um titulo de anticorpos igual a 2 e um apresentou um titulo igual a 16. Trés

destes quatro gatos apresentaram resultados positivos na PCR e na Real Time-PCR.

Figura 21 — Mapa contendo a compilacdo de dados de diversos autores sobre a distribuicao
de leishmaniose canina e felina em Portugal até 2009 (mapa original)

Legenda:

. areas endémicas de LCan com prevaléncias
estudadas (Onleish, 2009)

concelhos com LCan relatada por médicos
veterinarios (inquérito de Pereira da Fonseca et
al., 2008)

concelhos endémicos de LCan e onde foram
efectuados estudos epidemiologicos de LFel
(Faria, 2008 [V.F.Xira], Maia et al., 2008a
[Lisboa]; Vaz et al., 2005 [Lisboal])

caso clinico de LFel documentado por
Costa-Duréo et al. (1994), Sesimbra

caso clinico de LFel documentado por
Marcos et al. (2009), Porto

caso clinico de LFel documentado por
Sanchez et al. (2009), Portimao
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9. Leishmaniose felina e aimportancia das co-infec¢cdes por FIV e FeLV
Na LVHum, o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) é um importante factor de risco
(Catorze, 2005). Nos gatos, os agentes imunossupressores, como o FIV e o FelLV, podem
induzir disfungao imunoldégica com resposta celular diminuida, permitindo a multiplicagao
activa do parasita e a disseminacgéao visceral do mesmo (Hervas et al., 1999).
Segundo Poli et al. (2002), apenas a presencga de FIV ou FelLV n&o sdo suficientes para

demonstrar o estado de imunodeficiéncia. Logo, gatos infectados com Leishmania devem
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ser submetidos a testes imunoldgicos apropriados (i.e. contagens de linfocitos CD4+ e
CD8+, testes de blastogenia, etc.) para realmente avaliar a fungéo do sistema imunitario.

Para 25 dos 49 casos clinicos de LFel foram relatados os resultados dos testes para a
deteccao de FIV e de FeLV. Apenas quatro (16%) gatos apresentaram resultados positivos
nos testes para a detecgao de FIV e dois (8%) apresentaram resultados positivos nos testes
para a detecgdo de FIV e de FelV. Varios estudos epidemiolégicos ndo encontraram
associagao significativa entre a presenca destes retrovirus e a maior susceptibilidade a
infeccdo por Leishmania (Pennisi et al., 2000, citados por Pennisi, 2002; Vita et al., 2005;
Solano-Gallego et al., 2007). No entanto, no estudo de Pennisi et al. (1998, citados por
Pennisi, 2002) encontrou-se uma associac¢ao significativa entre infec¢ao por FIV e o titulo de
anticorpos anti-Leishmania (IFI) maior ou igual a 40, o que poderia indicar que a infeccao
por FIV seria um factor de susceptibilidade a infecgdo por Leishmania. Noutro estudo,
Martin-Sanchez et al. (2007) encontraram uma associagcao negativa entre a seropositividade
para Leishmania e a infeccédo por FelLV, o que poderia sugerir que a producao de anticorpos
contra o parasita estivesse comprometida para gatos co-infectados por FelLV. Entretanto,
sao necessarios mais estudos para compreender melhor a relagéo destes retrovirus com a

infec¢do por Leishmania nos gatos.

10. A leishmaniose felina e o papel epidemiol6gico do gato

Um hospedeiro reservatério € uma espécie animal que sendo infectada por Leishmania,
serve de fonte de infeccdo para os humanos e outras espécies. Segundo Bray (1982) e
Nasereddin et al. (2008), um animal é um bom reservatorio de Leishmania se os seguintes
critérios forem cumpridos: contactar com o vector, ser uma fonte importante de sangue para
0 vector, possuir susceptibilidade a infeccao, fazer uma boa apresentagdo do organismo
causador da doenca e a presenca do parasita em animais infectados deve permitir-lhes que

se mantenham vivos pelo menos até a préxima época de transmisséo.

10.1. Atractividade dos gatos para os flebotomineos
No Brasil, Deane (1956, citado por Simdes-Mattos et al., 2004) constatou, que no seu
estudo, o gato foi a Unica espécie de mamifero em que Lutzomyia longipalpis ndo se
alimentou. Porém, o mesmo autor observou um desses flebotomineos alimentando-se num
gato dentro de uma habitagdo. Também, Dias, Lorosa, e Rebélo (2003) observaram que L.
longipalpis ndo se alimentou de sangue de gato (apesar desta espécie representar 17,5%
dos animais da area estudada). No Peru, Ogosuku et al. (1994, citado por Simdes-Mattos et
al., 2004) observaram que a 3.2 fonte mais frequente de refeicées de sangue para Lutzomyia
foi o gato (a seguir ao homem e aos bovinos). Dos exemplares de L. verrucarum recolhidos

no interior das habita¢des, muitos alimentaram-se tanto no gato como no homem. O sangue
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de gato foi o mais encontrado em L. peruensis (Ogosuku et al., 1994, citado por Simdes-
Mattos et al., 2004).

No Egipto, Sawaf et al. (1989) observaram que Phlebotomus papatasi e P. langeroni se
alimentaram predominantemente em humanos. Apenas um P. langeroni em 49 se alimentou
de sangue de gato. No Quénia, Johnson, Ngumbi, Mwanyumba, e Roberts (1993)
recolheram numeros significativamente superiores de P. guggisbergi alimentados de sangue
de gatos que de coelhos e roedores. Johnson et al. (1993, citado por Simdes-Mattos et al.,
2004) observaram que o P. guggisbergi era mais atraido por gatos que por caes. Em
Espanha, Colmenares et al. (1995) consideraram P. perniciosus como um insecto
oportunista, que se alimentou das espécies as quais teve mais facil acesso. O sangue
recolhido dos flebotomineos provinha de caes (33%), humanos (25%), gatos (25%) e ratos
(17%) (Colmenares et al., 1995, citados por Simdes-Mattos et al., 2004). Noutro estudo,
efectuado em Italia, Bongiorno, Habluetzel, Khoury, e Maroli (2003) ndo encontraram
sangue de gato no intestino de P. perfiliewi nem de P. papatasi.

Em Portugal, foi identificado sangue de varias espécies (humanos, caes, lagomorfos, ovinos,
aves, suinos, equideos e bovinos) no intestino de P. ariasi e de P. perniciosus, no entanto,
nao foi referida a descoberta de sangue de gato (Azevedo, 1948, Alves-Pires et al., 1992,
Fernandes, 1993, Candeias, 1993, citados por Pires, 2000).

No Brasil, num estudo experimental efectuado com Lutzomyia migonei, cerca de 90% das
fémeas alimentaram-se num gato enjaulado (Oliveira-Lima, comunicacéo pessoal citada por
Simdes-Mattos et al., 2005). Sanchez et al. (2000, citados por Simbes-Mattos et al., 2004)
expuseram um gato as picadas de P. perniciosus e observaram uma taxa de ingurgitamento
de 93% das fémeas deste insecto. Num estudo efectuado por Maroli et al. (2007), 20% das

fémeas de P. perniciosus picaram um gato naturalmente infectado com L. infantum.

10.2. O gato como hospedeiro reservatdrio de Leishmania

Os estudos epidemioldgicos e os casos clinicos de LFel confirmam que os gatos sao
susceptiveis a infeccdo por Leishmania e podem ser afectados pela doenga causada por
este parasita. Além disso, sdo capazes de transmitir o protozoario aos vectores (Maroli et
al., 2007).

Os factores de susceptibilidade a infecgao sdo desconhecidos. As técnicas moleculares e as
técnicas serolégicas sdo apenas testemunhas do contacto entre o gato e o parasita, e ndo
provam a existéncia de uma circulacdo significativa de Leishmania. Em muitas regibes, a
importancia numérica dos gatos portadores ainda é desconhecida. Deveriam ser efectuados
mais estudos epidemiolégicos simultdneos em populag¢des caninas e felinas, nas mesmas
areas geograficas, no mesmo periodo temporal e utilizando as mesmas técnicas de
amostragem e de diagnédstico (preferencialmente, técnicas moleculares). Isto permitiria

avaliar o papel destas populagdes submetidas a mesma pressao de infec¢do. Faria (2008)
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efectuou um desses estudos e encontrou anticorpos (IFI nas diluigdes iguais ou superiores a
1:80) em 47% dos caes mas em nenhum dos gatos testados (IFl nas diluigbes iguais ou
superiores a 1:40). No entanto, as técnicas de diagndstico mais Uteis na espécie felina sao
as técnicas moleculares (Martin-Sanchez et al., 2007; Maia et al., 2008a).

Martin-Sanchez et al. (2007) encontraram, no Sul de Espanha, uma elevada parasitémia
(25,7%) associada a uma elevada seropositividade (60%), na combinacédo destes dados,
70,6% da populagao felina poderia estar infectada com L. infantum.

Ao que parece o gato age como bom hospedeiro reservatério (contribuindo para a
manutencao do agente patogénico) (Martin-Sanchez et al., 2007; Maia et al., 2008a) e nao
apenas como um mero reservatério acidental (responsavel pela manutengdo do agente
patogénico de forma fortuita e sem um papel preponderante).

Maia et al. (2008a) verificaram que todos os gatos infectados encontrados no seu estudo
eram assintomaticos e tinham uma baixa resposta de anticorpos anti-Leishmania. Estes
investigadores sugeriram um grave desconhecimento do numero real de animais infectados.
Logo, a falta de um diagndstico precoce de LFel nas zonas endémicas pode implicar que o
animal continue a representar um risco potencial de transmissdo de Leishmania aos
insectos vectores.

Sao necessarios mais estudos sobre a leishmaniose na espécie felina. O esclarecimento do
papel epidemiolégico do gato e do seu envolvimento no ciclo biolégico de Leishmania é

fundamental quer em Saude Animal quer em Saude Publica.
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ll. Rastreio de dirofilariose e de leishmaniose em gatos da Area Metropolitana de

Lisboa (AML)

1. Objectivos

O rastreio de dirofilariose por D. immitis e de leishmaniose por L. infantum foi efectuado em

70 gatos da AML, observados no Hospital Veterinario do Restelo (HVR), no periodo de
Novembro de 2008 a Fevereiro de 2009.

O rastreio de dirofilariose por D. immitis teve por objectivos:

a.

Detectar a presenca de microfilarias de D. immitis no sangue periférico pelo
exame de sangue a fresco e pela técnica de Knott modificada;

Detectar a presenga de antigénios circulantes provenientes de fémeas adultas de
D. immitis, no soro dos gatos;

Determinar a prevaléncia de infecgao por D. immitis na populacéo felina;
Determinar a presenca de doenca clinica compativel com dirofilariose;

Determinar e comparar factores de risco, como por exemplo o habitat, o contacto
com cées, a origem do animal e a existéncia de doengas concomitantes (e.g. FIV
e FelLV);

Avaliar a importancia da dirofilariose na populagdo de gatos e o seu possivel

impacto em Saude Publica.

O rastreio de leishmaniose por L. infantum teve por objectivos:

a o o

Detectar a presenga de anticorpos circulantes anti-L. infantum no soro dos gatos;
Determinar a seroprevaléncia de L. infantum;

Determinar a presenga de doenca clinica compativel com leishmaniose felina;
Determinar e comparar factores de risco, como por exemplo o habitat, o contacto
com caes, a origem do animal e a existéncia de doencas concomitantes (e.g. FIV
e FelLV).

Avaliar a importancia da leishmaniose na populagdo de gatos e o seu possivel

impacto em Saude Publica.

2. Material e métodos

2.1. Area geogréafica do estudo

O rastreio foi efectuado no Hospital Veterinario do Restelo (HVR), na freguesia de Sao

Francisco Xavier, em Lisboa. Esta freguesia € um importante nucleo habitacional da zona

ocidental da cidade de Lisboa, sendo constituida pelos bairros de Caselas e do Restelo. O

HVR situa-se nas Torres do Restelo que foram erguidas durante os anos setenta, junto ao

parque florestal de Monsanto (Henriques, 2009). O HVR é um hospital de referéncia na

AML, pelo que a amostra foi constituida por animais provenientes nao apenas do concelho

de Lisboa, mas também, de seis outros concelhos dessa area.
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Os dezoito concelhos da AML constituem um territério fortemente integrado e marcado pela
capacidade de polarizacido da cidade de Lisboa. Além de desempenhar funcdes de capital,
Lisboa concentra populagao, infra-estruturas, equipamentos e actividades econémicas que a
tornam a maior cidade do Pais (Camara Municipal de Lisboa, 2001).

A area ocupada pela AML constitui, no quadro da fachada ocidental portuguesa, um
promontério que avanca para o Atlantico. E constituida por duas peninsulas, a de Lisboa e a
de Setubal, separadas pelo estuario do rio Tejo, que desagua na enseada de Lisboa. No
conjunto do Pais, a AML pode considerar-se uma area de relevo moderado. A disposi¢cao do
relevo desde logo permite a existéncia de fachadas litorais soalheiras e abrigadas dos
ventos frescos do Norte. A AML ¢é, no conjunto, rica no recurso agua. O territorio ribeirinho,
plano e baixo, é constituido por aluvides. Esta constituicdo, bem como a sua posigéo
deprimida face as areas enquadrantes, permitem defini-la como uma area de bons solos e
de aquiferos (Pereira, 2003).

A AML regista a maior concentracdo populacional e econémica de Portugal. Nos seus
dezoito concelhos, que constituem cerca de 3,3% da superficie do territério nacional (AML,
2007), residiam em 2001, 2.661.850 pessoas (Instituto Nacional de Estatistica, 2007), um
pouco mais de um quarto da populagédo portuguesa, relacdo que era somente de um sexto
em 1960 (Soares & Domingues, 2003). A densidade populacional média da AML era, em
2001, de 929,2 habitantes/km? distribuida pelos seus 2934,79 km? (Instituto Nacional de
Estatistica, 2007).

As areas florestais e de mata ocupam 17% da AML, sendo que 41% desta area é area
agricola. Nas ultimas décadas, o crescimento da ocupagdo da AML nao tem cessado. A
partir dos anos noventa, o crescimento da edificacdo tem sido desmesurado. Os
loteamentos tém ocupado todo o espaco intersticial, sem olhar a critérios de aptidao

ecoldgica (Pereira, 2003).

2.1.1. Oclimada Area Metropolitana de Lisboa

A AML, apesar de se situar numa fachada atlantica, € no conjunto uma regido seca. A maior
parte da sua area esta contida na Regido Pluviométrica do Sul, com precipitacao inferior a
800 mm, repartidos por menos de 90 dias durante o ano (Pereira, 2003).

A reparticdo dos contrastes térmicos na AML revela a dicotomia litoral-interior e evidencia as
vertentes soalheiras das costas do Estoril € da Arrabida. O interior, abrigado do ar maritimo
moderador das temperaturas pelos relevos da peninsula de Lisboa, revela-se como a area
de maiores contrastes. E mais quente no Verdo e mais fresco no Inverno, especialmente
nos fundos de vale, pouco arejados no Verdao, em que se atingem temperaturas até 35 °C.
No Inverno, acumula-se ai o ar frio, registando-se 30 dias com temperaturas negativas.

Porém, no conjunto do pais os contrastes ndo sdo muito acentuados (Pereira, 2003).
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2.2. Caracterizacdo da amostra
Para cada gato foram registados: 0 sexo, a raga, a idade, a area de proveniéncia, o habitat
(animal apenas doméstico, animal doméstico que tem acesso ao exterior ou animal errante),
as espécies animais que contactaram com o gato, o motivo de apresentagéo a consulta e os
sinais clinicos compativeis com LFel e DFel (Anexo 14 e 15). Foi efectuado um registo

fotografico de cada animal e registaram-se os resultados dos seus exames complementares.

2.2.1. Sexo dos gatos da amostra
Da totalidade dos 70 felinos, 31 (44,29%) eram do sexo feminino, sendo 18 (58%) fémeas
inteiras e 13 (42%) fémeas ovariohisterectomizadas. Dos 39 machos (55,71% da totalidade
da amostra), 25 (64%) gatos eram orquiectomizados e 14 (36%) gatos eram machos inteiros
(Gréfico 1).

2.2.2. ldade dos gatos da amostra
A idade minima foi de um ano e a idade maxima de 18 anos. A média das idades foi de oito
anos e dez meses. A moda foi de dez anos. Em 16 animais nao foi possivel apurar a idade

(e.g. animais errantes), mas possuiam caracteristicas de adultos.

2.2.3. Raga dos gatos da amostra
A maioria (80%) dos gatos ndo possuia raga determinada, existindo apenas 9 (12,86%)

animais de raga Siamesa, 3 (4,29%) de raca Persa e 2 (2,86%) de raca Bosque da Noruega.

Grafico 1 — Percentagem de animais da Grafico 2 — Percentagem de animais da
amostra por sexo amostra por raga
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2.2.4. Origem dos gatos da amostra
Quanto aos concelhos de origem, da AML Norte: 42 (60%) gatos provinham do concelho de
Lisboa, sete (10%) do concelho de Oeiras, seis (8,57%) do concelho da Amadora, seis
(8,57%) do concelho de Cascais, seis (8,57%) do concelho de Sintra e um (1,43%) do
concelho de Odivelas. Apenas um animal (1,43%) era proveniente da AML Sul, concelho do

Seixal.
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Figura 22 — Mapa com o nimero de animais da amostra distribuido pelo concelho de origem
(mapa original)

2.2.5. Motivo de apresentacdo a consulta segundo a area clinica

Gréfico 3 — Area clinica do motivo de apresentagédo a consulta
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2.2.6. Infecc¢bes por FIV, FeLV e Virus da Peritonite Infecciosa Felina (PIF)

Dos 70 gatos incluidos no rastreio, 28 foram testados para a detecg¢ao de infecgbes por
FIV e por FeLV. Estes testes foram realizados pelo Médico Veterinario aos gatos suspeitos
de estarem infectados ou de terem contactado com gatos infectados. Trés (10,71%) animais
apresentaram resultados positivos para FeLV e um (3,60%) apresentou resultado positivo
para FIV (DFV® Test FeLV-FIV).

Trés animais foram testados para o virus da peritonite infecciosa felina (PIF), sendo que

dois deles apresentaram resultados positivos.
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2.2.7. Habitat e contacto com outros animais
Relativamente ao habitat e ao contacto com outros animais, 42 (60%) eram gatos apenas
mantidos dentro da habitacdo (22 dos quais nao contactavam com nenhum animal, 18
apenas contactavam com outros gatos domésticos e dois coabitavam com caes). Catorze
(20%) animais eram gatos domésticos que tinham acesso ao exterior e portanto
contactavam com todo o tipo de animais que ai se podiam encontrar. Os restantes 14 (20%)
gatos eram animais errantes apresentados a consulta no HVR por membros de associagbes

de defesa dos animais.

Gréfico 4 — Habitat dos animais da amostra Gréafico 5 — Contacto com outros animais
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Apesar de todos os animais viverem, a data do estudo, no espaco geografico atras

referido, é impossivel saber a proveniéncia exacta e a idade dos gatos errantes.

2.3. Anamnese e exame fisico

Durante o processo de entrada no hospital e durante a consulta, os proprietarios fizeram
uma descri¢ao breve do animal, local de origem, habitat e contacto com outros animais.

Cada animal foi submetido a um exame fisico que incluiu uma observagao do estado
geral e avaliagdo de possiveis sinais clinicos ou lesdes concilidveis com as doengas em
estudo (leishmaniose e dirofilariose). Todos os sinais clinicos e anamnese foram registados
na ficha clinica do animal efectuada pelo Médico Veterinario, sendo mantidas na base de
dados informatica do hospital.

Para a dirofilariose felina os sinais considerados foram:

e Sinais mais frequentes de DFel: letargia, anorexia, perda de peso, vémito
intermitente nao relacionado com as refeigcbes, taquipneia persistente, tosse

intermitente e dispneia;

70



e Sinais mais raros de DFel: insuficiéncia cardiaca direita, cor pulmonale, sopro
cardiaco sistolico, pneumotdrax, hidrotorax, quilotérax, ascite, ataxia, convulsdes,
sincope e alteragbes neuroldgicas.

Para leishmaniose felina os sinais considerados foram:

e Sinais mais frequentes de LFel: ulceras e os nddulos hemorragicos sobretudo ao
nivel da cabeca, trufa e orelhas, alopécias localizadas ou difusas, depressao, apatia,
anorexia, adenomegalia generalizada ou localizada, estomatites e uveites uni ou
bilaterais;

e Sinais mais raros de LFel: crostas, eritema, papulas, pustulas, descamacgao,

seborreia, lesdes vegetativas, hepatomegalia, esplenomegalia e febre.

2.4. Colheita e processamento do sangue periférico

As amostras de sangue foram obtidas a partir de sangue recolhido para analises de
rotina (e.g. testes para a detecgdo de FIV e FelV, cirurgias) ou para analises de animais
suspeitos de diversas doengas, independentemente de poderem estar infectados por
L. infantum ou por D. immitis. A utilizacdo deste método veio facilitar o processo de recolha
de amostras e garantir a participagao dos proprietarios.

A colheita de sangue foi executada do seguinte modo: com o gato imobilizado, realizou-
-se a desinfeccao da pele com alcool etilico a 70%, antes da pungao da veia cefalica. Foram
recolhidos cerca de dois mililitros de sangue por cada animal. Um mililitro de sangue foi
utilizado para a realizacao da técnica de Knott modificada e para o exame de sangue a
fresco. O restante sangue foi colocado num tubo seco para posterior obtengédo de soro. O
soro foi utilizado para a deteccdo de anticorpos especificos anti-Leishmania e para a
deteccao de antigénios de D. immitis. Os tubos foram identificados e congelados. Antes da
realizacao dos testes, os tubos foram colocados a temperatura ambiente até a sua total

descongelacgao.

2.4.1. Técnicas para a detec¢do de D. immitis

2.4.1.1. Exame de sangue a fresco para a deteccdo de microfilarias
(Genchi et al., 2007)
a. Colocar uma gota de sangue venoso (acabado de recolher) sobre uma lamina de
microscopio.
b. Colocar uma lamela sobre a gota de sangue.
c. Examinar a lamina com uma baixa ampliagado (100x).
Observagao: quando este exame apresenta resultado positivo, as microfilarias sao

visualizadas movimentando-se entre os eritrocitos.
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2.4.1.2. Técnica de Knott modificada para a detec¢cdo de microfilarias
(Genchi et al., 2007)

Num tubo de centrifuga de fundo coénico, misturar 1 mL de sangue total e 9 mL de
Formalina a 2%. Tapar o tubo e agita-lo, invertendo o tubo diversas vezes até a
homogeneizagéo.
Centrifugar a 1500 rotagdes por minuto durante 5 minutos.
Eliminar o liquido sobrenadante
Adicionar ao sedimento uma gota de Azul-de-metileno diluido na propor¢ado de
1:1.000 em agua destilada neutra. Transferir uma gota da mistura para uma lamina e
aplicar uma lamela.

Examinar a preparagdo com uma ampliagdo de 100x.

2.4.1.3. Pesquisa de antigénios de D. immitis (kit Witness® Dirofilaria,

Synbiotics Europe, Lyon, Francga)

O procedimento foi efectuado de acordo com as instrugdes do fabricante do kit (Anexo 17):

a.

Abrir o invélucro, retirar a pipeta e a placa de teste e coloca-las sobre uma superficie
plana e horizontal.

Colher a amostra com a pipeta fornecida e, mantendo-a na vertical, colocar uma gota
na janela indicada. Verificar se a amostra penetrou bem na membrana.

Tirar a tampa do frasco de solugcdo tampao e, segurando-o sempre na vertical,
colocar 3 gotas de solugéo na janela da amostra.

Deixar em seguida a placa de teste, sempre na horizontal, durante todo o tempo da
migracado do complexo amostra/reagente sobre a banda reactiva.

Observar ao fim de 10 minutos, a presenga ou nao de faixas cor-de-rosa nas janelas
2e3.

O teste s6 é validado se uma faixa cor-de-rosa aparecer na janela de leitura
correspondente a testemunha (3). O aparecimento somente de uma faixa cor-de-
rosa ao nivel da janela 3 ndo permite concluir o resultado do teste antes de
decorrerem os 10 minutos. Com efeito, esta faixa de controlo (3) pode aparecer
corada mais precocemente que a faixa de teste (2), nomeadamente no caso de
amostras fracamente positivas.

A auséncia de uma faixa cor-de-rosa ao nivel da janela 2 e o aparecimento de uma
faixa cor-de-rosa ao nivel da janela 3 indica auséncia de antigénios de D. immitis
(resultado negativo).

A presencga de uma faixa cor-de-rosa ao nivel das janelas 2 e 3 indica a presenca de

antigénios de D. immitis (resultado positivo).

Observacéao do autor: quando os testes apresentam resultados positivos sdo efectuadas

repeticdes de forma a confirmar esses resultados.
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2.4.1.3.1. Sensibilidade e especificidade do teste Witness® Dirofilaria

Os laboratérios Synbiotics (2009c¢) indicam para o teste Witness® HW (sinénimo de Witness®
Dirofilaria) uma sensibilidade de 94% para animais com trés ou menos fémeas adultas, uma
sensibilidade de 100% para infeccbes com quatro ou mais fémeas adultas e uma
sensibilidade de 70% para infecgcbes s6 com machos. A especificidade indicada foi de
98,5%.

No estudo efectuado por Courtney e Zeng (2001), o teste Witness® HW apresentou
sensibilidades distintas para caes infectados com zero fémeas adultas de D. immitis (com
infeccbes larvares, machos ou parasitas mortos) (sensibilidade = 42%), uma a duas fémeas
adultas (sensibilidade = 69%) e mais que duas fémeas adultas (sensibilidade = 92% [76-
98]). A especificidade obtida para este teste foi de 98%.

Também, McCall et al. (2000) registaram para o teste Witness® HW sensibilidades distintas
para caes com uma fémea adulta de D. immitis (71,4%), com duas fémeas adultas (90%) e
com trés ou mais fémeas adultas (94,7%). Para infec¢gdes s6 com machos a sensibilidade foi

de 0%. A especificidade obtida para este teste foi de 100%.

2.4.2. Pesquisa de anticorpos anti-L. infantum pela técnica da
imunofluorescéncia indirecta (IFI)

Foi usado como controlo positivo soro de gato da seroteca do Laboratério de Doencgas
Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria (Universidade Técnica de Lisboa),
previamente analisado, com titulos significativos de anticorpos anti-Leishmania. Como
controlo negativo foi utilizado tampao fosfato-salino (PBS). Para a técnica da IFI, utilizou-se
o Kit Leishmania-Spot IF (Laboratério bioMérieux, Franga, Ref. 75 931), de acordo com as
seguintes indicag¢des do fabricante:

1. Retirar as laminas com antigénio do frigorifico e coloca-las a temperatura ambiente
durante 15 minutos;

2. Preparar o PBS (BioMérieux, Franca, Ref. 75 511), diluindo-o em 1 litro de agua
destilada;

3. Preparar o PBS-Tween 80, através da jungao de 1 mililitro de Tween 80 (Merck,
Alemanha, Ref. 822 187) a 1 litro do preparado anterior;

4. Numa microplaca, depositar 195 pyL de PBS nos pogos da primeira coluna (coluna 1),
correspondendo o nimero de pogos ao numero de soros que se pretende diluir;
Depositar 50 yL de PBS no pogo da coluna seguinte (coluna 2);
Depositar 5 uL de soro a testar no primeiro pogo da coluna 1;
Proceder de igual modo para os restantes soros a testar nos pog¢os seguintes da
coluna 1;

8. Com uma micropipeta contendo o volume de 50 pL:

a. Fazer a diluicdo na coluna 1;
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b. Passar 50 yL da coluna 1 para a coluna 2;

9. Com a micropipeta com o volume de 10 pL, fazer a diluigado e retirar a respectiva
diluigdo dos pocos 1:40 e 1:80; no ultimo po¢o de cada lamina colocar 10 pL de
controlo positivo (soro de gato positivo) e selecionar outro pogo para colocar 10 L
de controlo negativo (10 yL de PBS).

10. Incubar durante 30 minutos a 37 °C, em camara humida.

11. Lavar as laminas da seguinte forma:

a. 1.2 lavagem: rapida com PBS/Tween 80;

b. 2.2 lavagem: 5 minutos mergulhadas num recipiente contendo PBS/Tween 80;
c. 3.2 lavagem: 5 minutos mergulhadas noutro recipiente contendo PBS/Tween 80;
d. Lavar as laminas com agua destilada;

e. Deixar secar bem as laminas ao ar.

12. Depositar 10 yL do conjugado MegaScreen FLUO VET (MegaCor Diagnostik GmbH;
anticorpos anti-IgG total de gato) em cada pocgo, incluindo no dos controlos.

13. Incubar durante 30 minutos a 37 °C em camara humida;

14. Lavagem igual ao passo 11.

15. Depois de secar muito bem as laminas fazer a montagem definitiva colocando uma
gota de glicerina tamponada (1:10) Fluoprep (BioMérieux, Franca, Ref. 75 521) em
cada pogo e cobrir com uma lamela de 50x24 mm.

16. Efectuar de imediato a leitura em microscépio de fluorescéncia (Olympus DP10,

Modelo BX50F), no comprimento de onda de 425 nm.

2.4.2.1. Limiar de positividade para a técnica da IFI

O titulo de anticorpos corresponde ao inverso do valor de maior diluicao de soro em que for
observada fluorescéncia. Tendo em conta a inexisténcia de um protocolo universalmente
aceite para a deteccédo de anticorpos anti-Leishmania pela técnica da imunofluorescéncia
indirecta em gatos e tendo em conta o Anexo 13.t em que se mostram as dilui¢gdes utilizadas
e consideradas positivas para os casos clinicos e os estudos epidemiolégicos prévios,
considerou-se como significativo de infecgao, titulos de anticorpos iguais ou superiores a 40.
Foi efectuada também para cada amostra uma diluicdo do soro de 1:80.

Nos casos clinicos relatados, a menor diluicdo considerada positiva foi de 1:40 (Maroli et al.,
2007). A maioria dos animais clinicamente afectados com Leishmania, em que foi efectuada
a técnica da IFl, apresentou titulos de anticorpos iguais ou superiores a 80 (Laruelle-
Magalon & Toga, 1996; Hervas et al., 1999; Poli et al., 2002; Penissi, 2002; Savani et al.,
2004; Verneuil, 2006; Maroli et al., 2007; Sanches et al., 2009). A maior diluicdo considerada
positiva relatada num caso clinico foi de 1:1.280 (Penissi et al., 2002). No entanto, num
estudo seroepidemioldgico ja foi detectado um titulo de anticorpos anti-Leishmania igual a
5.120.
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3. Resultados
3.1. Rastreio de dirofilariose em 70 gatos da AML
3.1.1. Resultados obtidos na anamnese e no exame fisico

Através da anamnese e do exame fisico foi possivel observar sinais compativeis com DFel
(Anexo 15), nomeadamente: anorexia (n = 21), perda de peso (n = 16), depressao ou apatia
(n = 13), vomito (n = 12), dispneia (n = 5), taquipneia (n = 3), derrame toracico (n = 2) e
tosse (n = 1). Dois animais apresentaram sintomatologia compativel com asma felina. Um
animal apresentou ascite, outro apresentou convulsdes e a sincope foi referida ainda noutro
animal. No entanto, nenhum dos gatos foi suspeito de ter como doenca primaria dirofilariose
felina. A maioria destes sinais deveu-se a causas identificadas como doengas oncoldgicas,

gastrointestinais e renais.

3.1.2. Resultados obtidos na pesquisa de microfilarias pelo exame de sangue
a fresco e pela técnica de Knott modificada
Nao foram detectadas microfilarias pelo exame de sangue a fresco e pela técnica de Knott

modificada (Anexo 16).

3.1.3. Resultados obtidos na pesquisa de antigénios de fémeas adultas de
D. immitis utilizando um teste comercial de imunomigracdo rapida
(Witness® Dirofilaria)
Foi obtido um resultado positivo no teste de imunomigracdo rapida Witness® Dirofilaria
(Anexo 16). Obteve-se uma prevaléncia de infeccdo por Dirofilaria immitis de 1,43% nesta
populagao de gatos.
O animal n.° 9 cujo soro foi positivo para antigénios de D. immitis, era uma fémea adulta,
errante, apresentada a consulta por um membro de uma associacado de defesa dos animais.
O felino foi observado e avaliado para ser efectuada a vacinagido, a desparasitagdo e a
ovariohisterectomia. A gata apresentava pelagem curta e lisa de coloragdo negra malhada
de branco, com 3 kg de peso vivo e de caracter agressivo. Encontrava-se hidratada, com
temperatura de 39,2 °C e apresentava bastante leite nas glandulas mamarias. Apresentou-
-se com dispneia (mais notéria durante a manipulagdo). Apds sedacao foi avaliada. As
radiografias toracicas nao apresentaram alteragdes visiveis. Nas analises bioquimicas,
apresentou valores de ureia (19 mg/dL) e creatinina (1,4 mg/dL) considerados normais
(valores de referéncia: ureia < 21 mg/dL; creatinina < 2,2 mg/dL), apresentando resultados
negativos nos testes para a deteccéo de FIV e de FelLV. Apds estabilizacao, foi efectuada a

ovariohisterectomia e apds recuperacao da cirurgia foi devolvida a coldnia de gatos original.
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Figura 23 — Fotografia do animal (n.° 9) que Figura 24 — Aspecto do resultado negativo
apresentou o resultado positivo para o teste obtido pela técnica de Knott modificada para
Witness® Dirofilaria o animal n.° 9 (ampliacdo de 50x)
(fotografia original)

Figura 25 — Aspecto do teste Witness® Dirofilaria para o animal n.° 9
(cédigo 012) com resultado positivo e respectiva repeticédo
(fotografia original)

3.2. Rastreio de leishmaniose por L. infantum em 70 gatos da AML
3.2.1. Resultados obtidos na anamnese e no exame fisico
Através da anamnese e do exame fisico foi possivel registar sinais compativeis com LFel
(Anexo 15) nomeadamente: anorexia (n = 21), perda de peso (n = 16), depressao ou apatia
(n = 13), nbédulos cutadneos (n = 2), alopécias (n = 2), adenomegalia (n = 3), estomatite
(n = 2), hepatomegalia (n = 3), esplenomegalia (n = 3) e febre (n = 5). No entanto, a maioria
desses sinais estavam associados a diversas doengas diagnosticadas nesses animais.
Nenhum gato apresentou lesdes nodulares ou ulcerosas no focinho e nas orelhas, os locais
mais frequentemente afectados nos gatos com LFel. Nenhum dos gatos foi suspeito de ter

leishmaniose felina como doencga primaria.
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3.2.2. Resultados obtidos pela técnica daimunofluorescéncia indirecta (IFl)
Todas as técnicas da IFl efectuadas para a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania
infantum nas diluicdes de 1:40 e de 1:80 apresentaram resultados negativos (Anexo 18).
A prevaléncia de infeccao por L. infantum obtida com esta técnica para esta populacao de
gatos foi de 0% (0/70 gatos).

Figura 26 — Aspecto da técnica da IFl do Figura 27 — Aspecto de um resultado negativo
controlo positivo (ampliacdo de 1000x) obtido pela técnica da IFI (ampliacdo de 1000x)
(fotografia original) (fotografia original)

4. Discussao

4.1. Rastreio de dirofilariose por D. immitis em 70 gatos da AML
A AML é uma regidao endémica de dirofilariose canina, até a data ndo foi relatado nenhum
estudo de dirofilariose em gatos, e tém sido poucas as publicagdes sobre esta doenga nesta
regido em caes. Pereira da Fonseca et al. (1991) encontraram, com o auxilio da técnica de
Knott modificada, uma prevaléncia de 16,7% (40/239) de cées infectados da Direcgéo
Regional de Agricultura da Regido do Ribatejo e Oeste, na qual se inclui a AML. Segundo
Ribeiro et al. (1993, citado por Clemente, 1996), em Portugal Continental, Anopheles
atroparvus constitui o principal transmissor de dirofilariose canina, seguido de Culex theilleri
e Culex pipiens. Porém, no Parque Natural da Arrabida (AML Sul) o principal responsavel
pela transmissdo de dirofilariose canina parece ser Culex pipiens, seguido de Culiseta
longiareolata (Barreiro, 1993, citado por Clemente, 1996). E provavel que estes insectos
sejam também os principais vectores de D. immitis para os gatos nesta regido.
Ao que se sabe, este rastreio demonstrou, pela primeira vez, a existéncia de infecgbes por
D. immitis na populagdo de gatos na Area Metropolitana de Lisboa e em Portugal.
A prevaléncia de infec¢cao por D. immitis obtida foi de 1,43% (1/70 gatos) o que esta de
acordo com estudos epidemiolégicos efectuados anteriormente noutros paises com a
mesma técnica. No Norte da Florida (EUA), Luria et al. (2004) encontraram uma prevaléncia
de 1,3% (7/553 gatos). Na Republica da Coreia do Sul, Liu et al. (2005) obtiveram uma
prevaléncia de 2,6% (4/155 gatos).
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E provavel que mais gatos incluidos neste rastreio estejam infectados por D. immitis, no
entanto, a técnica de diagnostico utilizada ndo os detectou. Animais com infecgdes larvares
imaturas (Atkins, 2007b) e infecgbes apenas por machos adultos (Nelson et al., 2007) néo
sdo detectadas pela técnica de detec¢ao de antigénios provenientes do trato reprodutivo de
D. immitis fémeas adultas (como o teste Witness® Dirofilaria utilizado). Ou seja, o animal
detectado representa apenas a “ponta do iceberg” relativamente a um maior nimero de
gatos que estdo em risco de infeccdo, que possuem uma infecgdo precoce e que
apresentam infeccdo apenas por parasitas machos.

Como se pode confirmar pelos estudos de Courtney e Zeng (2001) e McCall et al. (2000) as
sensibilidades obtidas com o teste Witness® Dirofilaria sdo baixas quando existem infeccdes
larvares sem fémeas adultas ou infecgdes apenas por machos (sensibilidade de 0% a 42%)
e mesmo quando existem uma a duas fémeas adultas (sensibilidade de 69% a 90%). A
especificidade do teste Witness® Dirofilaria variou entre os 98% (Courtney & Zeng, 2001) e
os 100% (McCall et al., 2000), logo o resultado positivo obtido indica uma elevada
probabilidade desse animal estar de facto infectado com pelo menos uma fémea adulta de
D. immitis.

De notar que, a doenga clinica desenvolve-se mesmo na auséncia de parasitas adultos,
sendo frequente a dirofilariose larvar provocada pelas L5 que n&o alcangam a maturidade
(Dillon, 2007). Nesses casos o teste de detecgéo de antigénios utilizado é inutil.

A técnica de exame de sangue a fresco e a técnica de Knott modificada ndo permitiram
encontrar microfilarias no sangue dos gatos testados, nem mesmo do animal infectado com
pelo menos uma D. immitis fémea adulta. Esta situacdo pode ter ficado a dever-se a uma
infeccao constituida apenas por fémea(s) adulta(s). Mas, mesmo quando ambos os sexos
estdo presentes nem sempre ocorre microfilarémia (Levy, 2007a; Nelson et al., 2007). As
microfilarias circulantes sao encontradas em menos de 20% dos gatos infectados por
D. immitis (Miller, 1998a). Assim sendo, as técnicas de detecgdo e concentragdo de
microfilarias (como a técnica de filtragdo e a técnica de Knott modificada) séao
frequentemente de pouca utilidade. Quando existente, a microfilarémia é transitoria (Miller,
1998a; Goodwin, 1998; Nogami et al., 2000) durando ndo mais que dois meses € com
baixas concentracdes de microfilarias no sangue (Miller, 1998a) sendo, por isso, esperado
um grande numero de resultados falsos negativos. Para aumentar a sensibilidade destas
técnicas, Miller (1998a) sugeriu a utilizacdo de 5 mL de sangue em vez de 1 mL e a
repeticdo dos testes, mas tendo em conta o caracter agressivo da maioria dos gatos e os
condicionalismos impostos pelos quadros clinicos dos animais e a vontade dos proprietarios,
nao foi possivel, neste estudo, obter essas quantidades de sangue e efectuar essas
repeticoes dos testes.

Adicionalmente, poderia ter sido utilizado o teste para a deteccdo de anticorpos

anti-D. immitis para o estudo da prevaléncia de exposi¢do ao agente, no entanto, devido a
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condicionalismos de ordem financeira esse procedimento nao foi realizado. Os testes para a
deteccdo de anticorpos anti-D. immitis tém a vantagem de serem capazes de detectar a
exposicado a larvas ou adultos de ambos os sexos que estimulem uma resposta imunitaria
detectavel tdo cedo como um a dois meses pos-infeccao (Miller, 1998a; Nelson et al., 2007).
Mesmo apés a eliminacado das larvas, numa infeccdo imatura, os testes podem manter-se
positivos por nove a doze meses (Miller, 1998a). A deteccdo de anticorpos contra larvas L3
e L4 (que podem ser eliminadas antes de alcangcarem as artérias pulmonares) e a presenca
de anticorpos devida a infecgdes anteriores por D. immitis diminuem a especificidade deste
teste (Snyder et al., 2000). Também, em infeccbes ectdpicas pode ser obtido um resultado
positivo (Goodwin, 1998). Além disso, os anticorpos nem sempre foram detectados em
gatos infectados com este parasita como demonstrado no estudo efectuado por Kalkstein,
Kaiser, & Kaneene (2000), onde mais de 20% dos gatos infectados assintomaticos e com
antigénios para D. immitis obtiveram resultados negativos para a detecg¢ao de anticorpos.

Os sinais clinicos compativeis com DFel foram registados para cada animal do rastreio.
Esses sinais incluiram letargia, anorexia, perda de peso, taquipneia persistente, tosse
intermitente, dispneia e vomito intermitente n&o relacionado com as refeicbes. Também,
foram procurados os sinais como insuficiéncia cardiaca direita, cor pulmonale, sopro
cardiaco sistélico, pneumotérax, hidrotorax, quilotérax, ascite, ataxia, convulsdes, sincope e
alteragdes neurolégicas. Alguns gatos do rastreio apresentaram sinais clinicos que também
surgem em animais com infeccado por D. immitis. No entanto, a maioria desses sinais tinha
etiologia conhecida, sendo que nenhum deles foi suspeito de ter dirofilariose felina.

O animal infectado por D. immitis apresentou-se com dispneia, mas na observacado da
radiografia toracica ndo foi possivel observar alteragdes significativas e compativeis com
dirofilariose felina. Os achados radiograficos mais caracteristicos de DFel sdo a dilatagao e
a tortuosidade da artéria pulmonar principal e das artérias pulmonares caudais (Miller,
1998a). Os achados radiograficos sao frequentemente transitérios nos gatos infectados, ao
contrario dos céaes, tendendo a normalizar e podendo desaparecer completamente, néo
deixando nenhuma evidéncia de infeccao (Nelson et al., 2007). Também, Schafer, e Berry
(1995, citados por Litster & Atwell, 2008b) demonstraram que o critério radiografico mais
sensivel (artéria pulmonar caudal esquerda num racio médio maior que 1,6 vezes a nona
costela, no nono espaco intercostal e na projecgao ventrodorsal) apenas detectou 53% dos
casos (Schafer & Berry, 1995, citados por Litster & Atwell, 2008b; Litster et al., 2005). Em
alguns gatos, a radiografia toracica nao fornece evidéncias de doencga (Nelson et al., 2007),
mas nado deve ser excluido um diagndstico de DFel apenas com base neste exame
complementar.

A gata infectada detectada no rastreio era um animal errante, que foi confinado a um espaco
fechado e estranho, pelo que a causa da sua dispneia foi atribuida ao stress. Como

apresentou melhoras no seu estado clinico foi ovariohisterectomizada e, apds recuperacao,
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libertada para a colénia de gatos de onde provinha. Uma vez que a testagem seroldgica foi
efectuada posteriormente a essa libertagdo, ndo foi possivel efectuar mais exames
complementares, como uma ecocardiografia. Recorrendo a este exame complementar de
diagnéstico, em mais de 50% dos casos, os adultos de D. immitis podem ser visualizados
dentro das camaras cardiacas ou artérias pulmonares (Miller, 1998a). As cadmaras do lado
direito do coracao felino podem ser investigadas por ecocardiografia 2D e um acesso a
artéria pulmonar principal, e a um segmento relativamente longo das artérias pulmonares
direitas e uma pequena porgao das artérias pulmonares esquerdas (Miller, 1998a; Nelson et
al., 2007). Na ecocardiografia, os adultos de D. immitis apresentam-se como estruturas
hiperecogénicas paralelas (Atkins, 2007a).

A gata infectada apresentou resultados negativos para os testes de FIV e de FelLV o que
corrobora a hipétese de ndo haver uma associagcdo entre infecgdo por D. immitis e
co-infecgao por esses virus imunossupressores (Levy et al., 2003; Levy, 2007a). Além disso,
e sendo um animal do sexo feminino nao confirma a hipétese que os gatos machos sejam
mais susceptiveis a infecgdo tal como afirmado por Kramer e Genchi (2002), Levy et al.
(2003) e Atkins (2005b).

A gata infectada era um animal errante o que corrobora a hipétese de animais com acesso
ao exterior apresentem um risco aumentado de infecgdo (Atkins & Paul, 2006). Porém,
mesmo os animais mantidos estritamente em casa podem ser infectados (Nelson et al.,
2007). No estudo de Atkins et al. (2000, citados por Litster & Atwell, 2008b), observou-se
que 27% dos gatos infectados viviam apenas no interior de habitagdes. De acordo com
estes dados, na AML, os proprietarios de todos os gatos devem ser alertados sobre o risco
potencial de infecgao por D. immitis.

A gata deveria ter sido submetida a tratamento sintomatico caso apresentasse tosse ou
dispneia. Poderiam administrar-se corticosteréides e broncodilatadores (Miller, 1998a). A
Prednisolona em doses progressivamente diminuidas providenciaria um tratamento médico
eficaz (Nelson et al., 2007). O tratamento adulticida (Tiacetarsamida ou Melasormina) seria
desaconselhado pois poderia colocar a gata em risco de morte subita como resultado de
colapso circulatério e de insuficiéncia respiratéria (Atwell & Lister, 2002). O tratamento
microfilaricida era desnecessario uma vez que o animal ndo apresentava microfilarémia.
Caso o animal manifestasse sinais clinicos poderia ser indicada a remogao cirurgica dos
adultos de D. immitis. No entanto, as dirofilarias deveriam ser previamente localizadas por
ecocardiografia, tendo de se encontrar em localizagdes acessiveis aos instrumentos
cirargicos (Nelson et al., 2007; Litster & Atwell, 2008b). A remocgao cirdrgica seria atractiva
por minimizar o risco de tromboembolismo (Atkins, 2005a).

O tratamento anti-Wolbachia poderia também ser considerado. McCall et al. (2008)
encorajou o teste da associa¢ao Doxiciclina com Ivermectina como um tratamento adulticida

alternativo para gatos. As tetraciclinas inibem o desenvolvimento inicial das dirofilarias e
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bloqueiam a embriogénese de D. immitis, presumivelmente pela eliminacdo de Wolbachia
do parasita (Taylor et al., 2000; Taylor et al., 2005; Kramer, 2006; McCall et al., 2008).

No caso da gata infectada por D. immitis detectada no rastreio deveria ser efectuada a
repeticdo dos testes seroldgicos com intervalos de quatro a cinco meses (com o propdsito
de monitorizar a evolugao da infeccao) até ao desaparecimento da antigenémia detectavel
(como resultado da provavel eliminacdo do parasita). A repeticdo dos testes seroldgicos
deveria incluir tanto os testes para a detecgao de antigénios como os testes para a deteccao
de anticorpos anti-D. immitis (Nelson et al., 2007).

Devido ao elevado risco de infecgcdo, a elevada taxa de mortalidade e ao resultado
imprevisivel da infecgcao felina, a profilaxia € o Unico meio efectivo e seguro de proteger os
gatos que vivem em areas endémicas de DCan (Genchi et al., 2008; Tuzio et al., 2005). Os
farmacos profilacticos devem ser administrados mensalmente durante o periodo sazonal de
transmissao desta doenca (Nelson et al., 2007) ou durante todo o ano, segundo Atkins &
Paul (2006). A profilaxia é efectuada com macroélidos que sdo administrados em formulagoes
orais (lvermectina e Milbemicina oxima) ou tépicas (Selamectina e Moxidectina) (Nelson et
al., 2007). Para além disso, estes farmacos antiparasitarios possuem uma actividade de
largo espectro (Krautmann, 2000). O risco de efeitos adversos devido a morte das
microfilarias é pequeno devido a serem microfilaricidas de acgdo lenta (excepto a
Milbemicina) (McCall et al., 1996, citados por McCall et al., 2007; Atkins & Paul, 2006) e
porque a maioria dos gatos ndo apresentam microfilarias (como o caso da gata infectada
detectada no rastreio) ou apresentam baixas cargas de microfilarias.

Tendo em conta a presenga de D. immitis detectada no animal em causa, é provavel que os
clinicos da AML estejam rotineiramente a nao considerar a hipotese de infecgbes por
D. immitis em gatos. De acordo com os resultados do presente estudo, a dirofilariose felina
deve ser incluida na lista de diagndsticos diferenciais em gatos desta regidao. O aumento da
utilizacdo dos testes para pesquisa de antigénios resultaria na deteccdo de um numero
significativo de casos positivos (Lorentzen & Caola, 2008). Na AML, animais que tenham
morrido de forma subita e sem causa aparente devem ser necropsiados para pesquisa de
D. immitis.

A incidéncia de casos de dirofilariose pulmonar humana tem aumentado em todo o mundo,
no entanto na AML desconhece-se a existéncia desses casos. Apesar da maioria dos
relatos de DHum documentarem a transmissao a partir dos caes, a infeccdo a partir dos
gatos ja foi relatada (Narine et al., 1999). Porém, a necessidade da transmissdo por um
mosquito vector e o facto de os gatos raramente serem microfilarémicos (como ocorreu no
animal infectado detectado neste rastreio) sugere que estes animais apresentam um papel
pouco importante como reservatorios desta zoonose.

O aquecimento mundial do sistema climatico & inequivoco (IPCC, 2007). H& uma

concordancia de varios modelos em relacdo a uma subida de temperatura generalizada em
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Portugal, sendo a regido situada a sul do Tejo a mais afectada. Todos os modelos apontam
para uma temperatura média anual em Portugal em 2100 com um desvio positivo de +3 °C a
+5 °C em relagdo a média do periodo 1961 a 1990 (Ferreira, 2005). Estes aumentos na
temperatura provocam o aumento das populagdes de vectores. Segundo os modelos
climaticos utilizados por Casimiro, Calheiros, e Dessai (2001), a percentagem de dias por
ano com intervalos de temperatura favoraveis a sobrevivéncia dos vectores de D. immitis
(Aedes e Anopheles) aumentara para cerca de 99% dos dias. Conclui-se, portanto, que as
alteracbes climaticas promoverdo o aumento das populagdes de vectores e como
consequéncia o aumento do risco de transmissao de D. immitis.

Na AML, os dados existentes sobre a DCan sdo escassos e desactualizados.
Desconhecem-se as areas actualmente mais afectadas e as prevaléncias de infeccéo por
D. immitis nos canideos e nos felideos. E necessario efectuar mais estudos sobre a

dirofilariose canina e felina nesta area.

4.2. Rastreio de leishmaniose por L. infantum em 70 gatos da AML
Na AML existem populagcdes dos flebotomineos P. ariasi, P. perniciosus e S. minuta, sendo
que ja foram encontradas fémeas de P. ariasi e P. perniciosus infectadas por Leishmania
(Pires, 2000). Esta area € uma regido endémica para LCan. Cortes et al. (2007)
determinaram que na area urbana de Lisboa existia uma prevaléncia de 19,2% de cées
infectados com o parasita, contrastando com uma prevaléncia de 5,5% num estudo
seroepidemiologico semelhante efectuado na década de 1980 na mesma area (Abranches
et al., 1983, citado por Cortes et al., 2007).
Entre 2000 e 2006, 144 casos de LVHum foram diagnosticados no laboratério da Unidade
de Leishmanioses do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, a maioria dos quais eram
casos provenientes da AML (Maia et al., 2008a).
Os gatos podem ser infectados com Leishmania, ficarem clinicamente doentes e até
morrerem devido a leishmaniose. Na AML, de acordo com a informagao obtida de um caso
clinico de LFel (Costa-Durao et al., 1994) e de estudos epidemioldgicos prévios (Vaz et al.,
2005; Maia et al., 2008a) concluiu-se que L. infantum circula na populagao felina desta area
podendo causar doenga nos gatos.
Todas as técnicas da imunofluorescéncia indirecta efectuadas aos 70 gatos do rastreio para
a deteccao de anticorpos anti-L.infantum apresentaram resultados negativos. A prevaléncia
de infecgao por L. infantum obtida com a técnica de IFI para esta populacido de gatos foi de
0% (0/70 gatos).
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Faria (2008) que realizou um estudo
epidemioldégico no concelho de Vila Franca de Xira (incluido na AML) e em que nenhum
(0%) dos 75 gatos apresentou resultado positivo para a deteccdo de anticorpos

anti-Leishmania. A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pela técnica de IFI realizada por
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Vaz et al. (2005) em gatos errantes da regido de Lisboa obteve uma prevaléncia de apenas
1,03% (1/97 gatos).

Maia, Nunes e Campino (2008a) realizaram um estudo epidemiolégico em 23 gatos errantes
assintomaticos da mesma regidao. Foi realizada IFI para a deteccdao de anticorpos
anti-Leishmania em amostras de soro de 20 gatos, quatro (15%) apresentaram resultados
positivos mas para diluicbes muito baixas (1:2 e 1:16). Nestes quatro animais, apenas trés
apresentaram resultados positivos para PCR e Real Time-PCR. Na totalidade da amostra,
foi identificado ADN de Leishmania infantum por PCR e PCR-RFLP em sete animais
(30,4%).

Os métodos serolégicos sdo os métodos preferenciais para o diagnéstico de LCan e
LVHum, mesmo durante as fases iniciais da doenca (OIE, 2008). Na LCan, altos titulos de
anticorpos indicam infecgao activa e potencial transmissao do protozoario para os vectores
(Quinnell et al., 2003). No entanto, varios estudos demonstram que 0 mesmo nao ocorre nos
gatos com LFel (Kirckpatrick et al., 1984, citado por Venet, 2007; Simdes-Mattos et al., 2005;
Martin-Sanchez et al., 2007; Maia et al., 2008a).

Neste estudo, deveriam ter sido utilizadas as técnicas moleculares (PCR) associadas a
técnica da IFI para a detecgéo de anticorpos anti-Leishmania, uma vez que varios estudos
demonstraram que a presenca de ADN do parasita ndo esta associada com o nivel de
anticorpos circulantes especificos detectados por IFI (Martin-Sanchez et al., 2007; Maia et
al., 2008a), pelo que a técnica da IFl ndo é eficaz na deteccdo de infeccdo activa por
L. infantum em gatos. Segundo Solano-Gallego et al. (2007), a falta de producdo de
anticorpos pode ser devida ao facto da forma clinica mais comum de LFel ndo ser a visceral
mas a cutanea. Do ponto de vista epidemioldgico, a auséncia de anticorpos anti-Leishmania
no soro de gatos com lesdes cutaneas activas (Simdes-Mattos et al., 2005) podem levar a
uma falha no diagndstico e a consequente possibilidade de transmissédo do parasita para os
vectores flebotomineos e destes para outros hospedeiros vertebrados. Maia et al. (2008a)
sao da opinido que o diagndstico de LFel deve ser efectuado por técnicas moleculares.

No rastreio efectuado e através da anamnese e do exame fisico foi possivel registar sinais
que também ocorrem em gatos com LFel nomeadamente: anorexia, perda de peso,
depressédo, apatia, nédulos cutédneos, alopécias, estomatite, adenomegalia, hepatomegalia,
esplenomegalia e febre. No entanto, a maioria desses sinais estavam associados a diversas
doengas com etiologia conhecida e ndo associada a LFel. Nenhum animal apresentou
lesdes nodulares ou ulcerosas no focinho e nas orelhas, as localizagbes cutineas mais
frequentemente afectadas nos gatos com LFel. Nenhum dos animais foi suspeito de possuir
leishmaniose felina.

De acordo com os estudos de Martin-Sanchez et al. (2007) e Maia et al. (2008a), o gato age
como um bom hospedeiro reservatorio de L. infantum e pode transmitir esse parasita aos
vectores (Maroli et al., 2007).
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Maia et al. (2008a) verificaram que todos os gatos infectados encontrados no seu estudo
eram assintomaticos e tinham uma baixa resposta de anticorpos anti-Leishmania. Estes
investigadores sugeriram a existéncia de um grave desconhecimento do numero real de
gatos infectados. Logo, a falta de um diagndstico precoce de LFel nas zonas endémicas,
como a AML, pode implicar que o animal continue a constituir um risco potencial para a
transmissao de Leishmania aos vectores.

Vérios estudos demonstraram a presenga de vectores de L. infantum na AML. Pires (2000,
citado por Afonso & Alves-Pires, 2008) e Alves-Pires et al. (2001, citados por Afonso &
Alves-Pires, 2008) obtiveram uma percentagem de 41,9% de P. ariasi e de 56% de
P. perniciosus, sendo que 2,5% (2/79) de P. ariasi e 1,3% (2/229) de P. perniciosus estavam
infectados com Leishmania. Na area da Arrabida, Afonso, Campino, Cortes, e Alves-Pires
(2005) contabilizaram 58,65% de P. perniciosus, 27,07% de S. minuta, 13,83% de P. ariasi e
0,45% de P. sergenti dos flebotomineos totais. Na AML, as preferéncias alimentares destes
vectores devem ser estudadas com o objectivo de saber qual a atractividade dos gatos para
estes flebotomineos. Em Espanha, Colmenares et al. (1995) consideraram P. perniciosus
como um insecto oportunista, que se alimentou das espécies as quais teve acesso mais
facil. O sangue recolhido dos flebotomineos provinha de cées (33%), humanos (25%), gatos
(25%) e ratos (17%) (Colmenares et al., 1995, citados por Simdes-Mattos et al., 2004).
Sanchez et al. (2000, citados por Simdes-Mattos et al., 2004) expuseram um gato as
picadas de P. perniciosus e observaram uma taxa de ingurgitamento de 93% das fémeas
deste insecto. Num estudo efectuado por Maroli et al. (2007), 20% das fémeas de
P. perniciosus picaram um gato naturalmente infectado com L. infantum.

Em Lisboa, em 2006, cerca de 49% dos dias do ano eram favoraveis a transmissido de
L. infantum (Calheiros et al., 2006). Com as alteragdes climaticas previstas ocorrera o
aumento da densidade flebotominica e o consequente aumento da transmissdo de
leishmaniose nesta regido (Calheiros et al., 2006), sendo previsivel o aumento da incidéncia
dos casos de LCan, LFel e LHum nesta area. A nivel nacional a incidéncia de LFel podera
estar a aumentar considerando que, em 2009, foram registados dois casos de LFel em
Portugal (Marcos et al., 2009; Sanches et al., 2009).

Devem ser estudadas formas de profilaxia, sendo que a utilizagdo de coleiras impregnadas
de repelentes para os vectores pode ser uma solugéo. De notar que, os piretréides utilizados
nas coleiras dos caes apresentam toxicidade para os gatos (Sutton, Battes & Campbell,
2007) pelo que devem ser investigados outros compostos.

Sao necessarios mais estudos sobre a leishmaniose na espécie felina. O esclarecimento do
papel epidemiolégico do gato e do seu envolvimento no ciclo biolégico de Leishmania

infantum é fundamental quer em Saude Animal quer em Saude Publica.
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5. Conclusbes

A realizacdo do estagio curricular no Hospital Veterinario do Restelo foi francamente
positiva, visto que me permitiu aprofundar os conhecimentos adquiridos ao longo do curso
de Medicina Veterinaria, com o apoio incondicional do corpo clinico, das enfermeiras e dos
auxiliares.

O rastreio efectuado a 70 gatos veio documentar, pela primeira vez, a existéncia de infecgéo
felina por Dirofilaria immitis na Area Metropolitana de Lisboa. Utilizando o teste para a
detecgao de antigénios Witness® Dirofilaria, a prevaléncia obtida foi de 1,43% (1/70 gatos).
Provavelmente, esta prevaléncia revela apenas a “ponta do iceberg” uma vez que o teste
utilizado apresenta baixa sensibilidade, em especial, em infeccbes imaturas e infecgdes
causadas apenas por parasitas machos, muito frequentes nos gatos. Nao foram observadas
microfilarias no exame de sangue a fresco nem com a técnica de Knott modificada, mesmo
no animal infectado, confirmando a frequente auséncia de microfilarémia nos gatos.

Nenhum dos gatos apresentou anticorpos anti-Leishmania infantum para a técnica de
imunofluorescéncia indirecta. Apesar disso, varios estudos indicam que gatos infectados
podem nao desenvolver titulos de anticorpos detectaveis, em especial, durante a fase activa
da doenca, pelo que a técnica da imunofluorescéncia indirecta deve ser associada as
técnicas moleculares de diagnéstico.

Os proprietarios dos gatos da Area Metropolitana de Lisboa devem ser alertados para a
possibilidade de infecgdo dos seus animais e devem ser adoptadas medidas de profilaxia
contra ambos os parasitas.

Considerando o caracter zoonético destas duas parasitoses, o esclarecimento do papel
epidemiolégico do gato é fundamental quer em Saude Animal quer em Saude Publica,
sendo necessarios mais estudos sobre a dirofilariose e a leishmaniose felinas abrangendo

todo o territério nacional.
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Anexo 1 — Estudos epidemioldgicos sobre dirofilariose felina (D. immitis)

N.°de gatos com

Autores (Ano) Método Local iml\rlﬁ(;t(ijse/g%to resultados positivos/ %
testados

Okabe & Oba (1959)" Necropsia Japéo (Fukuoka, Kumamoto) - 3/52 577%
Ikuyama (1960)" Necropsia Japéo (Fukuoka) 2 1/15 6,67%
Takayama et al. (1965)" Necropsia Japéo (Kyoto) - 2/307 0,65%
Kondo et al. (1969)" Necropsia Japéo (Shiga) 1 1/83 1,20%
Tanaka et al. (1971)" Necropsia Japéo (Tokyo) 1 3121 2,48%
QOishi et al., (1973)" Necropsia Japéo (Tokyo) 1-2 4/62 6,45%
Iseki et al. (1974)" Necropsia Japéo (Osaka) 1 7/100 7,00%
Takada et al (1976)" Necropsia Japéo (Osaka) - 5/198 2,53%
Mutoh et al. (1976) " Necropsia Japéo (Tokyo) 1-5 29/305 9,51%
Fujinami et al. (1983)" Necropsia Japéo (Kanto) 3-4 3/91 3,30%
Fujinami et al. (1983)" Necropsia Japéo (Kanto) 0 0/80 0,00%
Saito et al. (1983)" Necropsia Japéo (Saitama) - 2/106 1,89%
Gotoh et al. (1984)" Necropsia Japéo (Hyogo) 1-3 24/1024 2,34%
Fukase et al. (1984)" Necropsia Japéo (Kanagawa) - 1/53 1,89%
Tanaka et al. (1985)" Necropsia Japéo (Kanto) - 3/151 1,99%
Yamane et al. (1986)" Necropsia Japéo (Tettori) 1-2 3/100 3,00%
Willard et al., 1988~ Necropsia EUA (Alabama) - 3/200 2,80%
Levy (2007) Necropsia EUA (Kentucky) - 14/100 14,00%
Courtney and Qi-Yun, 19897 | Necrépsia EUA (Nordeste e Centro da Florida) - 22/712 3,10%
Patton and McCracken, 19917 | Necrdpsia EUA (Este do Tennessee) - 3/122 2,50%
Guerrero et al., 1992 (sem dados) EUA (Carolina do Sul) - - 4,3%

Guerrero et al., 1992 Necropsia EUA (Louisiana) - 8/50 10,00%
Genchi et al., 1992~ (sem dados) Italia - - 23%

Guerrero et al., 1992~ Necropsia EUA (Sudeste da Georgia: Savannah) - - 6,9%

Levy (2007) Necropsia EUA (Georgia) - 5/164 3,00%
Levy (2007) Necropsia EUA (Carolina do Sul) - 3/51 5,90%
Levy (2007) Necropsia EUA (Texas) - 14/155 9,00%
Levy (2007) Necropsia Australia - 1/100 1,00%
Shimomura et al. (1990)" Necropsia Japéo (Aomori) 8 1/200 0,50%

Legenda: *1 citado por Roncalli, Yamane, e Nagata (1998); "2 citado por Carleton e Tolbert (2004); - sem dados;
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Anexo 1 (continuacdo) — Estudos epidemioldgicos sobre dirofilariose felina (D. immitis)

N.° de gatos com

Autores (Ano) Método Local iml\rl‘rﬁt(ijse/gl;)aito resultados positivos/ %
testados
Levy (2007) Necropsia Japéo - 5/200 2,50%
Kendall, Collins & Pope (1991) | Necropsia Australia - 2/200 1,00%
Kunimune et al. (1993)" Necropsia Japao (Nara) - 2/100 2,00%
Fukase et al. (1994)" Necropsia Japao (Kanto) - 5/206 2,40%
Nishida & Awazu (1994)" Necropsia Japao (Osaka) 1-3 3/58 5,20%
Kurata et al. (1995) Necropsia Japéo - 15/363 4,10%
Labarthe et al. (1997) Necropsia Brasil - 1/125 0,80%
Levy (2007) Necropsia Japéo - 15/1840 0,80%
Miller et al. (1998b) Pesquisa de anticorpos | EUA (21 estados) - 240/2000 12%
Miller et al. (1998b) Pesquisa de anticorpos | EUA (Califérnia) - - 35%
Hermesmeyer et al. (2000) Necropsia EUA (Michigan) - 6/239 2,50%
Kramer & Genchi (2002) Pesquisa de anticorpos | Itdlia (25 provincias do Norte de Italia) - 157/980 16%
Levy et al. (2003) Necropsia EUA (Norte da Fldrida) - 31/630 4,90%
Levy et al., (2003) Pesquisa de anticorpos | EUA (Norte da Flérida) - 107/630 17%
Carleton & Tolbert (2004) Necropsia EUA (Noroeste da Georgia) - 4/184 2,10%
Luria et al. (2004) f;ﬁ%ﬂ?a de antigeénios | £ (Norte da Florida) . 64/553 11,6%
Luria et al. (2004) f;fl“s‘xﬁa de antigénios | £ A (Norte da Flérida) ; 7/553 1,3%
Liu et al. (2005) Pesquisa de antigénios | Republica da Coreia do Sul - 4/155 2,6%
Nuchprayoon et al. (2006) PCR Tailandia - 1/52 1,9%
Levy et al. (2007) Pesquisa de antigénios | EUA (Louisiana, Mississippi e Texas) - 7/176 4,0%
Lorentzen & Caola (2008) Pesquisa de antigénios | EUA - - 0,9%

Legenda: *1 citado por Roncalli, Yamane, e Nagata (1998); - sem dados;
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Anexo 2 — Estudos epidemiolégicos sobre leishmaniose felina utilizando métodos parasitolégicos e moleculares

Espécie N.° N.° gatos
Autor; Ano Local Técnica Fonte identificada | animais po'5|t|vos/
examinados (%)
. *1%3 i3 Citologia e Medula 6ssea, ) *3 0/\"3
Giordano (1933) Italia histologia > Baco, Figado™ 120 0/120 (0,00%)
Ondovilla (1933) "7 Espanha Citologia - - 495° 1/495 (0,20%)
Chagas et al. (1938) " Brasil® Citologia Figado™ - 202 1/202 (0,50%)"
Alencar et al. (1955) "™ Brasil® Citologia Figado™ - 214 0/214 (0,00%)"
Deane et al. (1956) " Brasil® Citologia Figado™ - 1427 0/142 (0,00%)"
Amman, , . . o
Morsy et al. (1980) Jordania Citologia Figado, Baco - 78 16/78 (20,50%)
Sherlock et al. (1996) " Brasil Citologia™ Orelha™ - 53 1/53 (1,90%)"
Pennisi et al. (2000) "2 Este ﬂglg'c'“a' PCR Sangue ; 89 54/89 (61,00%)
Martin-Sanchez et al. (2007) Ei;;gﬁa PCR Sangue Linfantum | 183 | 47/183 (25,70%)
Venet (2007) Aubagne, tfaig:e Sur Mer, PCR Sangue, Pele ; 26 0/26 (0,00%)
Maia et al. (2008) Lisboa, Portugal PCR - L. infantum 23 7123 (30,40%)
. ~ Citologia e . . 0
Hatam et al. (2009) Fars e East Azerbaijan, Irdo histologia Figado e Bago L. infantum 40 4/40 (10,00%)

" Citado por Venet (2007); 2 citado por Pennisi (2002);  citado por Simdes-Mattos (2004); - sem dados

116




Anexo 3 — Estudos epidemioldgicos sobre leishmaniose felina utilizando métodos serologicos

N.° gatos positivos/

Autor Local Técnica n.9 gatos testados (%)
Michael et al. (1982)° ™ Al Ismailiyah, Egipto° HA™® 3/80 (3,75%)°
MacVean (citado por Kirkpatrick et al, 1984)° |EUA™ DAT”® 1/10 (10%)
Morsy et al. (1988) " Suez, Egipto IHA 1/28 (3,60%)
Bez (1992) "~ Alpes-maritimes, Franga IFI 1/174 (0,60%)
Marechal (1993)" Région marseillese, Franca WB; ELISA 3/110 (2,7%)
Morsy & El Seoud (1994)" 'E’é’igi’:’ Giza, IHA 2/60 (3,30%)
Sherlock et al. (1996) " Brasil IFI 0/53 (0,00%)
Pennisi et al. (1998) "~ Sicilia, Italia IFI 55/93 (59,10%)
Ozon et al. (1999) ™" (Alpes-maritimes), Franca Western Blot 12/97 (12,40%)
Pennisi et al. (2000) " Sicilia, Italia IFI 60/89 (68,00%)
Simdes-Mattos et al. (2001)", Brasil ELISA 9/84 (10,70%)
Simdes-Mattos et al. (2002)" Brasil ELISA 43/106 (40,50%)
Oliveira (2002)™ Brasil IFI 45/89 (50,50%)
Portus et al. (2002) " * Catalonia, Espanha ELISA 2/117 (1,70%)
Ramos et al. (2002) Aragon, Espanha DAT 21/50 (42,00%)
Poli et al. (2002) Imperia, Italia IFI 1/110 (0,90%)
Vaz et al. (2005) Lisboa, Portugal IFI 1/97 (1,03%)
Vita et al. (2005)" Abruzzo, Italia IFI 33/203 (16,30%)
ELISA-IgG 23/445 (5,30%)

Solano-Gallego et al. (2007)"

Barcelona, Tarragona, Mallorca, Espanha

ELISA-proteina A

28/445 (6,30%)

WB

69/445 (15,50%)

Martin-Sanchez et al. (2007)" (Granada), Sul de Espanha I(EL1 10; »=1:160) | 108/180 (0,00%); 11/180 (6,10%)
Venet (2007) Aubagne, La Seine sur mer, Franca IFI (>=1:50) 10/26 (38,50%)

Nasereddin, Salant & Abdeen (2008) Jerusalém, Israel ELISA 6,70%

Coelho et al. (2008) Andradina, S&o Paulo, Brasil ELISA 3,90%

Tabar et al. (2008) Espanha molecular 3,00%

. . IFI (=1:2) 3/23 (17,40%)
Maia et al. (2008) Lisboa, Portugal IFI (=1:16) 1123 (4,30%)
Faria (2008) Vila Franca de Xira, Portugal IFI 0/75 (0,00%)

L Santa Rita de Cassia, RJ, IFI 0/43 (0,00%)
Figueiredo et al. (2009) Brasil ELISA 1/43 (2,40%)
Diakou, Papadopoulos & Lazarides (2009) Thessaloniki, Grécia ELISA 11/284 (3,87%)

" Citado por Venet (2007); 2 citado por Pennisi (2002);  citado por Simdes-Mattos (2004)
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Anexo 4 — Compilacdo dos 49 casos clinicos de LFel relatados na literatura cientifica mundial

N.° : . Tamanho
caso Autor (Orl_gem)’ P':'.“S Sexo | Idade da Raca Habitat
g de diagnéstico
clinico pelagem
Com céo
Sergent (1912, citado por Mancianti, 2004; - 4 B } LCane
co1 Solano-Gallego et al., 2007) Algeria M meses crianga
LVHum
Bergeon (1927, citado por Mancianti, 2004;
C02 | Pennisi et al., 2002; Venet, 2007; Sim&es-Mattos Vietname F - - Siamés -
et al, 2004)
Mazza (1927, citado por Simdes-Mattos et al., . ) ) ) ) )
€03 | 2004; Pennisi et al., 2002; Venet, 2007) Argentina
MacHattie et al. (1931, citados por Mancianti,
CO04 | 2004; Pennisi et al., 2002; Venet, 2007; Simdes- Iraque M 1 anos - - -
Mattos et al., 2004)
MacHattie et al. (1931, citados por Mancianti,
CO05 | 2004; Pennisi et al., 2002; Venet, 2007; Simdes- Iraque M 2 anos - - -
Mattos et al., 2004)
C06 | Ondovilla (1932, citado por Pennisi et al, 2002) Espanha - - - - )
C07 | Mello (1940) Aurg, Belem, |\ | Aduito - ; -
Brasil
Bosselut (1947, citado por Mancianti, 2004;
C08 | Pennisi et al., 2002; Venet, 2007; Simdes-Mattos Algéria - - - Siamés -
et al., 2004)
Schawalder (1977, citado por Mancianti, 2004;
C09 | Pennisi et al., 2002; Venet, 2007; Simdes-Mattos | (Espanha) Suica - - - - -
et al, 2004)
Denuziére (1976, citado por Mancianti, 2004;
C10 | Pennisi et al., 2002; Venet, 2007; Simdes-Mattos | llha da Reunido - - - - -
et al., 2004)
. . Uvalde, Texas,
C11 | Craig et al. (1986); Barnes et al. (1993) EUA M 6 anos Longo - -
Dunan et al. (1989, citado por Mancianti, 2004, .
C12 Simées-Mattos et al., 2004) Marseille, Franga | M 7 anos - - -
C13 | Costa Durdo (1994) Sesimbra, F | 5anos ; ; ;
Portugal
cl14 Morsy & El Seoud (1994, citados por Mancianti, | Imbaba, Giza, ) ) ) } )
2004; Rifenacht et al., 2005) Egipto
cis Bonfante-Garrido et al. (1991, citados por| Barquisimeto, M } ) ) Acesso
Bonfante-Garrido et al., 1996) Venezuela exterior
ci6 Bonfante-Garrido et al. (1991, citados por| Barquisimeto, F ) ) ) Acesso
Bonfante-Garrido et al., 1996) Venezuela exterior
c17 Bonfante-Garrido et al. (1991, citados por| Barquisimeto, F ) ) ) Acesso
Bonfante-Garrido et al., 1996) Venezuela exterior
C18 |Bonfante-Garrido et al. (1996) Barquisimeto, | ; ; ; Acesso
Venezuela exterior
ile?
C19 | Laruelle-Magalon & Toga (1996) (M'a_lrsellle ) FC | 15anos | Longo |Europeu Acesgo
ranca exterior
C20 | Passos et al. (1996) Belo Hon;onte, F 5 anos - - -
Brasil
C21 | Ozon etal. (1998) Biot, Franca F 6 anos - Aces;;o
- exterior
: ?
C22 | Hervas et al. (1999) (Malaga?), F | 5anos | Curto ; ;
Espanha
: ?
C23 | Hervas et al. (1999) ('\é'a'aga ?) F | 3anos | Curto ; ;
spanha
Pennisi et al. (1999, citados por Pennisi et al., . - Acesso
€24 | 2002, Pennisi, Venza, Reale & Vitale, 2004) Messina, ltalia | FC | 14anos | Curto - exterior
Pennisi et al. (1999, citados por Pennisi et al., . - - Acesso
C25 2002, Pennisi et al., 2004) Messina, Italia M Adulto Longo exterior

Legenda: M = macho; F = Fémea; MC = Macho castrado; FC = Fémea castrada; - = sem dados
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Anexo 4 (continuacdo) — Compilacéo dos 49 casos clinicos de LFel relatados na literatura

N.© . . Tamanho
caso Autor (Orlgem)’ Pa_us Sexo Idade da Raca Habitat
L de diagndstico
clinico pelagem
. ° -
C26 | Hervas etal. (2001) (Malaga?), F 6 anos - Europeu
Espanha
Gramiccia et al. (2002, citados por Mancianti, .
c27 2004) Italia - - - - -
C28 | Poli et al. (2002) Imperia, Italia F 6 anos Curto Europeu -
?
C29 | Leiva (2002); Leiva (2005) (BaErce'O”a | Fc | 8anos | Curto ; ;
spanha
C30 | Mancianti (2003, citados por Mancianti, 2004) (Pisa?), ltalia - - - - -
C31 | Savani et al. (2004) Cotia, Sao. M 2 anos - - -
Paulo, Brasil
C32 | Schubach et al. (2004) Riode Janeiro, | £ | 4 n0s ; ; ;
Brasil
C33 | Schubach et al. (2004) Riode Janeiro, | £ | 5,506 ; ; ;
Brasil
Pennisi et al. (2002, citados por Pennisi et al., . - Acesso
C34 1 2002; Pennisi et al., 2004) Messina, ltdlia | M | 6anos | Curto - exterior
Pennisi et al. (2002, citados por Pennisi et al., . . . Acesso
C35 1 2002; Pennisi et al., 2004) Messina, ltalia | F ) 10anos | Curto exterior
C36 | Pratlong et al. (2004) COtFe d'Azur, ; ; ; ; ;
ranga
(Mallorca,
C37 | Rifenacht et al. (2005) Espanha), MC 6 anos - Siamés -
Suica
C38 | Riifenacht et al. (2005) (Esspa,”ha)' F | 9anos | Curto ; ;
uica
C39 | Grevot et al. (2005) Alpes-martimes, | £ | 13anos ; ; Com
ranga caes
Campo Grande,
C40 | Souza et al. (2005) MS, Brasil F 2 anos - - -
C41 | Verneuil (2006) Le Muy, Franga MC 6 anos - - -
C42 | Maroli et al. (2007) Lipari, Italia MC 13 anos Curto - -
C43 | Serrano et al. (2008) Aragzétruatg?l, SP, M 4 anos Curto Indeter. )
C44 | Coelho (comunicagéo pessoal, Ago 4., 2009) Andrg(:;r;?l, SP, M Adulto - Indeter. -
C45 | Coelho (comunicagdo pessoal, Ago 4., 2009) Andrg(:;r?l, SP, F Jovem - Indeter. -
C46 | Figueiredo et al. (2008) Men?;r:;ﬁ, RJ, F 3 anos - Indeter. -
C47 | Marcos et al. (2009) Porto/Covilha, FC 4 anos Curto - Aces§o
Portugal exterior
C48 | Sanches et al. (2009) Portimdo, MC 7 anos - Europeu -
Portugal
Ribas do Rio
C49 | Souza et al. (2009) Pardo, MS, - Adulto Curto - -
Brasil

Legenda: M = macho; F = Fémea; MC = Macho castrado; FC = Fémea castrada; - = sem dados
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Anexo 5 — Casos clinicos de LFel: doencas e infec¢gGes concomitantes

Resultados dos testes seroldgicos
para alguns agentes infecciosos

= | 2
N.° caso % § .
olinico w ? g Outras doengas concomitantes
2 £ 8
3|8 ¢
13|28 8
| ?|la|[8]|L]| =
Cco1 - - - - - - -
C02 - - - - - Bronquite parasitaria
C03 - - - - - -
Cco4 - - - - - -
C05 - - - - - - -
C06 - - - - - - -
co7 - - - - - - -
C08 - - - - - - -
C09 - - - - - - -
C10 - - - - - - -
c11 nEs | NeG ) ) ) ) Otite externa; Sindrome uroIQgicg;_Linfossarcoma linfoblastico
mediastinico
C12 - - - - - - -
C13 - - - - - - -
Ci14 - - - - - -
C15 - - - - - - -
C16 - - - - - - -
C17 - - - - - - -
C18 - - - - - -
cio fweenee| - | - | | - oics aranomatose fono na péipebra
C20 - - - - - - -
Cc21 NEG | NEG | NEG - - - N
Cc22 - - - - - - -
c23 NEG | NEG - - - - Histdria de abortos recorrentes
Cc24 POS | NEG - NEG | POS | NEG IRC; broncopneumonia; piotorax
Cc25 NEG | NEG | - | POS | POS | POS -
C26 POS | NEG | - - - - -
c27 - - - - - - -
c28 POS | POS | NEG | - - - -
C29 NEG | NEG - - POS - Diabetes mellitus; estomatite linfoplasmocitica crénica
C30 - - - - - - -
C31 NEG | NEG | POS | - - - -
C32 NEG | NEG | - - - N N
C33 NEG | NEG | - - - - -
C34 POS | NEG | - | NEG | NEG | POS Otodectes cynotis; abcessos apds mordeduras; IRC
C35 POS | NEG | - | NEG | POS | NEG -
C36 - - - - - - -
Cc37 NEG | NEG | - - - - -
C38 NEG | NEG | - - - - Pemfigo foliaceo
C39 POS | POS - - - - Carcinoma espinocelular
C40 - - - - - - -
c41 NEG | NEG | - - | NEG - -
c42 NEG | NEG | - - - - -
c43 NEG | NEG | - - - - -
C44 NEG | NEG | - - - - -
C45 NEG | NEG | - - - - -
C46 NEG | NEG | - - - - -
c47 NEG | NEG | - - - - -
C48 NEG | NEG | - - - - Demodex cati
C49 - - - - - - -

Legenda: NEG = negativo; POS = Positivo; - = sem dados.

120




enlelaban oesa

Jeliw ayrewaqg

odeq ojad

sesnjip saQsa

opunid

oedeweosaqg

alllewolsy

©1811003S

selsol)

Tipo de lesdes cuténeas

se|nsnd

ewallig

seloado|y

se|nded

SO|NpoON

sesa9|n

[eybipiaiu|

SOIqWaN

epned

Jequol-osioQg

uswopqy

Xelo|

03509sad

edaqeo
ep sagifal sesnQ

Solde| @ 309

seigadled

Cabeca

[elpaw ojued - 0|0

seylalo

Localizagdo das lesbes cutaneas (localizadas)

ejnil

Anexo 6 — Casos clinicos de LFel: localizagdo e tipo das lesdes cutaneas

sepezijelousab sagsaT

N.° caso
clinico

X X | X

X | X X

X | X
121

| do caso clinico;

40 no anima

a0 referidos

X
/ tipo de les

X | X
X | X
X | X|X
X | X
X | X
X | X
X[ X
X[ X
X | X
da lesédo
aon

éncia

lesdo / tipo de les

Cco1
C02
Co03
Cco4
C05
C06
Cco7
C08
C09
C10
Cl1
C12
C13
Cl4
C15
Cl6
C17
Cc18
C19
C20
c21
Cc22
Cc23
Cc24
C25
C26
Cc27
C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C41
C42
C43
C44
C45
C46
Cca7
C48
C49
= exist

Legenda:
X



Anexo 7 — Casos clinicos de LFel; sinais oculares e sinais gerais
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Anexo 8 — Casos clinicos de LFel: alteragcdes hematoldgicas e bioguimicas
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Anexo 9 — Casos clinicos de LFel: exames citopatoldgicos/histopatoldgicos e serologia

Exames citopatoldgicos e/ou histopatolégicos 8 Serologia
£ o

0 s3l ® 2

g ogl g g

c 5] n-=1 ¢ =

. < %) o o < ﬁ 2 =

N.° caso clinico 3 S| g 99 So E 8

» o © o ca o o3l © Q
o S| 28| o|BEl o| 2|28 ¢ 2 s -
8 Ele |22 £ 8|29l 8| = |2] = | 2| £ <
= i = [ m | S0 O n |- + = £ w = L [a)]
Co1 - |pos | - - - - -1 - - - - -
C02 POS - - - - - - - - - - - - - - -
€03 POS - - - |- - - - -1 - - - - - -
Cco4 POS POS | NEG | NEG | NEG - - - - - - - - - - -
C05 POS POS | NEG | NEG | NEG | - - - - - - - - - - -
C06 POS a observagdo directa (tecido ndo especificado) - - - - - - - -
co7 POS - - | NEG| - - - - - - - - - - - -
co8 POS - - - - - - - - - - - - - - -
Cc09 POS - - - - - - - - - - - - - - -
C10 - POS - - - - - - - - - - - - - -
Ci11 POS - NEG | NEG | NEG | - - - - | NEG - - - - - -
Cc12 POS - - - - - - - - - - - - - - -
C13 POS POS - - - - - - |ros| - - - - - - -
Cl14 - - - - - - - - - - - - - - POS -
C15 POS - - - - - - - - - - - - - - -
C16 POS - - - - - - - - - - - - - - -
Cc17 POS - - - - - - - - - - - - - - -
C18 POS - - - - - - - - - - - - - - -
C19 - - NEG - - - - - |INEGL - 1/200 | larc POS POS - -
Cc20 POS - - - - - - - - - - - - - - -

cz21 POS - POS | - - - - - - - - - - POS - 1/10.240

Cc22 - - - | Pos | Pos | pPos - - - - - - - - - -
Cc23 - POS - - - - - - - - 1/160 - - - - -
Cc24 POS - - - - - - - - - 1/640 - - - - -
C25 - POS - - - - - - - - 1/640 - - - - -
C26 - - - - - - POS - - - - - - - -
c27 POS - - - - - - - - - - - - - - -
C28 POS POS - - - - - - |pros| - 1/80 - - - - -
C29 - - POS - - - POS - |ros| - - - POS - - -
C30 POS - - - - - - - - - POS - - - - -
C31 POS - - NEG | NEG - - - - - 1/80 - - - - -
Cc32 POS - - - - - - - - - - - - - - -
C33 POS - - - - - - - - - - - - - - -
C34 POS POS - - - - - - - - | 1/1.280 - - - - -
C35 - POS - - - - - - - - 1/640 - - - - -
C36 - - - - - - - - - - - - - - - -
C37 POS - POS | - - - - - - - - - (1::;7) - - -
C39 POS POS - - |pPos| - - - - - POS - POS POS - -
C40 POS - - - - - - - - - - - - - -
C41 - - - - - - - pos | - - 1/800 - - - - -
B R EEREE IR
C43 - POS - - - - - - - - NEG - NEG - - -
C44 - POS - POS | - - - - - - POS - POS - - -
C45 - POS - |pPos| - - - - - - POS - - - - -
C46 POS - - - - - - - - - | 1/1.280 - POS - - -
C47 - POS | POS POS - - pPos | - - - - - - 1/100 -
C48 - POS - - - - - - - - 1/240 - - - - -
C49 POS - - - - - - - - - - - - - - -

Legenda: NEG = negativo;
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Anexo 10 — Casos clinicos de LFel: cultura e PCR

Cultura e caracterizagdo Isoenzimatica

PCR

N.°do caso
clinico de LFel

Espécie identificada

cutaneas
Medula 6ssea
Linfonodos

Lesdes
Sangue

Lesdes
cutaneas
Medula 6ssea
Linfonodos

Baco

Sangue

Espécie identificada

Co1

Cco2

C03

Co4

pos | - | - | - -

C05

pos | - | - | - -

C06

co7

pos | - | - | - -

C08

C09

C10

Ci11

POS - - - L. mexicana

C12

C13

pos | - | - | - -

Ci14

C15

POS - - - L. venezuelensis

C16

POS - - - L. venezuelensis

C17

POS - - - L. venezuelensis

C18

POS - - - L. venezuelensis

C19

- |pos| - - -

C20

NEG - - - -

L. (Viannia)

Cc21

- POS | - - L. infantum MON-1

C22

C23

C24

C25

C26

C27

C28

POS -

L. infantum

C29

- |ros| -

C30

POS (tecido n&o esp

ecifica

C31

POS

L. infantum chagasi

C32

POS - - - L. braziliensis

C33

POS - - - L. braziliensis

C34

NEG - | POS | NEG -

POS

C35

POS | - -

POS

C36

C37

C38

C39

L. infantum MON-1

C40

L. amazonensis

C41

C42

L. infantum

NEG

POS

C43

C44

POS (tecido n&o esp

ecifica

do)

C45

POS (tecido ndo esp

ecifica

do)

C46

L. braziliensis

C4a7

POS

L. infantum

C48

C49

L. (L.) amazonensis

Legenda: NEG = negativo; POS = Positivo; - = sem dados.
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Anexo 11 — Casos clinicos de LFel: xenodiagnéstico

(opeuoisa| oegu
:01eb op aijuan)
sisualjizeiq
rwolel |

NEG

(oreb op
oesa|) sisualjizeiq
rwolel |

POS

NEG

NEG

0oJuel(q oley

NEG
NEG

NEG

sobBuopuowe)d

NEG

soreqo)

NEG

slalsweH

POS

POS
POS
POS
POS

NEG

POS

souinoq
sobejoioep

POS

N.°do caso
clinico de LFel

co1
C02

C03
Cco4
C05
C06
Co7
C08
C09
C10
Cl1
C12
C13
C14
C15
C16
C17
C18
C19
C20
C21
Cc22
C23
C24
C25
C26
c27
C28
C29
C30

C31
C32
C33
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40

C41
C42

c43
c44
c45
C46
c47
c48

C49

= sem dados.

Positivo; -

Legenda: NEG = negativo; POS
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Anexo 12 — Casos clinicos de LFel; tratamento e evolucédo
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sem dados;

lada; -

80 assina

efectuado o tratamento ou ocorreu a evolug

Legenda: X
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Anexo 13 — Analise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos de LFel

Anexo 13.a — Distribuicdo das idades de Anexo 13.b — Incidéncia de LFel a nivel mundial entre as
diagndstico da doencga nos décadas de 1910 a 2000
animais com LFel

N.° gatos N.° gatos
com LFel com LFel
8 24
22
7 20
18
6 16
5 14
12
4 10 |
_ 8 —
3 8 B
2 A 4 - .
1 2 I S—
0 - O O 2 ©® O DO D D D
ngmvmwl\wmgggﬁ ,\Q'\,LQQ',‘DQ:‘D@»(@Qb@bg),@:\%b%q@%b%g
= NN\ A\ N NN N
Idade de Décad
diagnéstico (anos) ecada
Anexo 13.c — Tamanho da pelagem dos Anexo 13.d — Sexo dos animais com LFel (%)
animais com LFel (%) (15/49 gatos) (39/49 gatos)
Pelagem
comprida
20% Machos
44% O\
Pelagem
curta Fémeas
80% 56%
Anexo 13.e — Raga dos gatos com LFel Anexo 13.f — Habitat dos gatos com LFel
. N.° gatos
N.° gatos Habitat
com LFel
Raga com LFel
Habitava com um cao e uma crianga 1
Europeu 4 infectados com Leishmania
Indeterminada 4 Habitava com caes 1
Siamés 3 Tinha acesso ao exterior 11
Total Geral 11 Total Geral 13
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Anexo 13 (continuagdo I) — Andlise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos
de LFel

Anexo 13.g — Co-infec¢des por FIV e por FeLV
dos gatos com LFel

Anexo 13.h — Outras co-infec¢des dos gatos

FIV+e

FelLV-
FIV-e 16%
FelLV- _

76%

FIV*e
FelLV*
8%

com LFel
Agente Resultado do teste para
es guisado deteccdo do agente
pesq Positivo | Negativo | Total
PIF 1 2 3
Coronavirus 1 3 4
Toxoplagma 4 > 6
gondii
Bartonella 2 > 4
henseale

Anexo 13.i — Doencas concomitantes nos gatos com LFel

Autores do relato do caso clinico de LFel

Doencas concomitantes referidas

Bergeon (1927, citado por Mancianti, 2004,
Pennisi et al., 2002; Venet, 2007; Simbes-Mattos
et al., 2004)

Bronquite parasitaria

Barnes et al. (1993)

Otite externa, sindrome urolégica felina e
linfossarcoma linfoblastico mediastinico

Laruelle-Magalon & Toga (1996)

Dermatite alérgica a picada das pulgas, angioma
nasal e complexo eosinofilico granulomatoso
felino (palpebra)

Hervas et al. (1999)

Abortos recorrentes

Pennisi et al. (1999, citado por Pennisi et al.,
2002; Pennisi et al., 2004)

IRC, broncopneumonia e piotorax

Leiva (2002); Leiva (2005)

Diabetes mellitus e estomatite linfoplasmocitica
cronica

Pennisi et al. (2002); Pennisi et al. (2004)

Sarna por Otodectes cynotis, IRC e abcessos
originados em lutas

Rufenacht et al. (2005)

Penfigo foliaceo

Grevot et al. (2005)

Carcinoma espinocelular

Sanches et al. (2009)

Demodicose por Demodex cati
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Anexo 13 (continuagdo Il) — Anélise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos
de LFel

Anexo 13.j — Sinais cutaneos, oculares e gerais dos casos de LFel

Sinais cutaneos
associados a sinais
gerais

37%

Sinais cutaneos
associados a
sinais oculares
2%

Sinais oculares

associados a

sinais gerais
2%

Sinais cutaneos
associados a sinais
oculares e a sinais
gerais

1%

~~_Apenas sinais

gerais
9%

Apenas sinais

Apenas sinais oculoares
cutaneos 2%
37%
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Anexo 13 (continuacdao lll) — Andlise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos
de LFel

Anexo 13.I — Localizac&o das lesdes cutdneas nos gatos com LFel

Localizacao das
lesGes cutaneas

| | | | ] | I | | ] | I | ] | J J J

11
Trufa W
Orelhas W
Membros W

Boca e labios

Palpebra

Olho (canto medial)
Pescogo

Regido dorso-lombar
Cauda

Abdémen

Toérax

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N.° gatos com LFel

Anexo 13.m — Tipos de lesdes cutaneas nos gatos com LFel

N.° gatos
com LFel

24
22
20
18
16
14
12
10

o N O

Tipos de lesbes cutaneas
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Anexo 13 (continuagdo IV) — Analise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos
de LFel

Anexo 13.n — Tipos de lesBes oculares nos animais com LFel

N.° gatos
com LFel
7 -
6 p
5 -
4 .
3 .
2 p
. - - | >
0 T T T T T T 1
@ @ . <@ o 3 o
& & & & & & 3
S 2 & & N P
OQ\ (e g\° oY & »O
@) o 3 &
N )
Q/ée '\)\0 Q&o
Tipos de les6es oculares
Anexo 13.0 — Sinais gerais dos animais com LFel
N.° gatos
com LFel
12
10
8 4
6 4
4 -
2 -
0 T T T T T T T T T T T T T
o . I SX « BN S, SR S S X SN - SN
S FFF T EL LS E €
© <® o\rb ‘?S\o I O@Q 0((\0 oé\0 Q’<@ < anb &
) be“o e oe'%\ Q,Q'Z;\ & \‘\\Q &
S K o
@ Q <
o1
60
@é‘@
Qfo" Sinais gerais
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Anexo 13 (continuacdo V) — Anélise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos

Anexo 13.p — Alteracdes hematolédgicas

relatadas nos casos de LFel

de LFel

Anexo 13.q — Alteragdes bioquimicas séricas
relatadas nos casos de LFel

Alteracado N.° de N.° de
hematol% ica animais % Alteracao animais o
9 com LFel bioquimica com 0
Leucocitose 6 33% LFel
Neutrofilia 6 339, Hiperglobulinémia 9 50%
. Aumento das o
Anemia 4 22% y-globulinas 8 44%
Leucopénia 4 22% Hiperproteinémia 3 17%
Eosinofilia 3 17% Hipoalbuminémia 2 1%
Neutropénia 2 11% Proteinas Aumento das o
] . 2 11%
Trombocitopénia 2 11% sanguineas | a2-globulinas
Aumento das 1 6%
Linfocitose 1 6% B-globulinas °
Linfopénia 1 6% D|n|1|nU|Ig_;ao das 1 6%
Monoait 1 6% B-globulinas
onocites Diminuigao das 1 6%
. 0
a1-globulinas
Aumgqto da 3 17%
creatinina
Ou@r'as . Ureia aumentada 2 11%
vanavels I ALAT aumentada 1 6%
Hiperglicémia 1 6%

Anexo 13.r — Tipos de técnicas seroldégicas Anexo 13.s — Tecidos e 6rgdos que foram alvo

utilizadas nos casos de LFel

Total testes N.° casos o

serolégicos LFel (23) 0
IFI 17 74%
ELISA 9 39%
Western Blot 3 13%
Hemaglut|nagao 5 9%
indirecta
Imunoprecipitacao 1 4%
DAT 1 4%

de exames citolégicos ou histolégicos nos

casos de LFel

N.° casos LFel | N.° casos LFel
com resultados | com resultados
positivos negativos
LesAoes 29 0
cutaneas
Linfonodos 15 0
Medula 6ssea 5 4
Figado 3 S
Baco 3 4
Intestinos e
A 1 0
estdbmago
Olho 2 0
Sangue 2 0
Nao
especificado ! 0
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Anexo 13 (continuagéo VI) — Anélise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos
de LFel

Anexo 13.t — Casos clinicos e estudos epidemioldgicos de LFel em que foi utilizada a técnica
daimunofluorescéncia indirecta para a deteccdo de L. infantum e de L. chagasi

IFl para L. infantum Diluicdo minima Diluicdes positivas Tipo de estudo
ou L. chagasi considerada
1:100 (Faculdade de
Laruelle-Magalon & Medicina da . .
Toga (1996) Universidade de 2 1:200 Caso clinico
Marselha);
Hervas et al. (1999) - 1:160 Caso clinico
Penissi (1999, citado ) . L -
por Penissi, 2002) 1:640 (2 animais) Caso clinico
Poli et al. (2002) - 1:80 Caso clinico
Savani et al. (2004) - 1:80 Caso clinico
Penissi (2002) i N 1:6;&)(2 1993;?3;)_ Caso clinico
Verneuil (2006) - 1:800 Caso clinico
Maroli et al. (2007) - 1:40, 1:80, 1:160 Caso clinico
1:40 (Laboratério de
Zoonoses e Doengas Todos os resultados
Serrano et al. (2008) Transmitidas por foram negativos Caso clinico
Vectores de Sao 9
Paulo)
Sanches et al. (2009) - 1:240 Caso clinico
Maia et al. (2008) 1:2 1:2 2 1:16 Estudo
seroepidemiolégico
Poli et al. (2002) ; 1:160 Estudo
seroepidemiologico
. . Todos os resultados Estudo
Faria (2008) 1:40 foram negativos seroepidemiolégico
Venet (2007) . . Estudo
2 1:50 2 1:50 seroepidemiolégico
Martin-Sanchez et al. . . . Estudo
(2007) 2110 2110 2 21:160 seroepidemiolégico
Vaz et al. (2005) ; >1:160 Estudo
seroepidemiologico
: > 1:40, 1:80, 1:160, Estudo
Vita et al. (2005) ) 1:320 seroepidemioldgico

Anexo 13.v — Tecidos utilizados na técnica
da PCR (deteccédo de ADN de Leishmania)

Anexo 13.u — Tecidos utilizados para cultura
parasitoldgica de Leishmania

N.° casos | N.° casos N.° casos | N.° casos
de LFel de LFel de LFel de LFel
Cultura
arasitologica com com PCR com com

P resultados | resultados resultados | resultados

positivos | negativos positivos | negativos
LesoOes cutaneas 15 2 LesoOes cutaneas 4 0
Medula 6ssea 2 0 Medula 6ssea 2 0
Linfonodos 5 0 Linfonodos 3 2
Sangue 1 1 Baco 1 0
Sangue 5 0
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Anexo 13 (continuagdo VII) — Analise dos dados obtidos a partir dos 49 casos clinicos
de LFel

Anexo 13.x — Possivel influéncia de tratamento especifico para leishmaniose na evolugao do
estado clinico do animal

Com tratamento Sem tratamento
Evolugéo do etiologico etiolégico
estado clinico N.C° de N.° de
: % : %
casos LFel casos LFel
Curaclinica 7 54% 2 29%
Melhoras 2 15% 1 14%
Sem melhoras 0 0% 1 14%
Morte 4 31% 3 43%
TOTAL 13 100% 7 100%

Anexo 13.z — Agentes de tratamento etiolégico para leishmaniose e a evolucéo do estado
clinico do animal

. Melhoras sem cura
Curaclinica - Morte
Farmacos clinica
utilizados
N.° casos o N.° casos o N.° casos o
de LFel % de LFel % de LFel %
Antimoniato de o o o
méglumina 2 15% 1 8% 0 0%
Ketoconazol 1 8% 1 8% 0 0%
Itraconazol 0 0% 1 8% 1 8%
Fluconazole 0 0% 0 0% 1 8%
Clotrimazole 1 8% 0 0% 1 8%
Levamisole 1 8% 0 0% 1 8%
Aminosidina 1 8% 0 0% 1 8%
Metronidazol + o o o
Espiramicina 0 0% 0 0% 1 8%
Pentamidina 1 8% 0 0% 1 8%
Alopurinol 4 31% 1 8% 1 8%
Enrofloxacina 1 8% 0 0% 0 0%
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Anexo 14 — Caracterizagdo da amostra do rastreio para dirofilariose e leishmaniose

em 70 gatos da Area Metropolitana de Lisboa

z:\\ln.‘i)n?;)l (I::(c)ise) Sexo Raca Habitat Convive com Localidade
1 3 MC Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Alcabideche
2 11 Fl Indeterminada Casa Sem contacto directo Carcavelos
3 Adulto Mi Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa
4 10 Fl Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Lisboa
5 5 MC Indeterminada Casa Com caes Lisboa
6 1 Ml Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Massamé
7 10 FC Persa Casa Apenas gatos domésticos Carnaxide
8 16 FC Siamés Casa Sem contacto directo Carnaxide
9 Adulto Fl Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa
10 16 MC Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Queijas
11 14 MC Indeterminada Casa Com caes S:r?t\c/JO: dc:'%o
12 12 Fl Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Lisboa
13 14 MC Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Carcavelos
14 10 FC Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Alcabideche
15 Adulto Fl Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa
16 Adulto Fl Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa
17 Adulto Fl Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa
18 11 FC Indeterminada Casa Sem contacto directo Damaia
19 Adulto Fl Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa
20 3 FC Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Lisboa
21 4 Fl Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Queluz
22 Adulto Mi Indeterminada Rua Animais errantes S: .‘I{Zﬁ:;da
23 5 FC Indeterminada Casa Sem contacto directo Pacgo de Arcos
24 15 MC Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa
25 Adulto Ml Persa Rua Animais errantes Lisboa
26 Adulto Mi Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Queluz
27 18 Mi Siamés Casa Sem contacto directo Lisboa
28 10 FC Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Lisboa
29 10 MC Indeterminada Casa Sem contacto directo Dafundo
30 Adulto Mi Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa
31 Adulto Ml Bﬁ;ﬁﬁ:gia Rua Animais errantes Lisboa
32 12 MC Siamés Casa Sem contacto directo Lisboa
33 2 MC Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Paibes
34 15 Fl Siamés Casa Apenas gatos domésticos Amadora
35 6 FC Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Alcabideche
36 2 Ml Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

Legenda: FC = Fémea ovariohisterectomizada; Fl = Fémea inteira; MC = Macho castrado; Ml = macho inteiro;
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Anexo 14 (continuagéo) — Caracterizagdo da amostra do rastreio para dirofilariose e

leishmaniose em 70 gatos da Area Metropolitana de Lisboa

:ﬁ?ncwjgl (I;j:g:) Sexo Raca Habitat Convive com Localidade

37 2 Fl Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Lisboa

38 Adulto Fl Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa

39 5 MC Bﬁi?&":gga Casa Apenas gatos domésticos Mem Martins
40 14 MC Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Lisboa

41 15 Ml Siamés Casa Sem contacto directo Lisboa

42 8 MC Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

43 1 Fl Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Alfragide
44 2 Ml Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Lisboa

45 5 MC Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Alfragide
46 1 Mi Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Lisboa

a7 9 MC Persa Casa Apenas gatos domeésticos Paco de Arcos
48 7 Ml Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

49 9 FC Siamés Casa Sem contacto directo Lisboa

50 Adulto Fl Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa

51 12 MC Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

52 5 MC Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Lisboa

53 6 FC Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Lisboa

54 2 MC Indeterminada Casa Sem contacto directo Cascais
55 14 FC Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

56 Adulto Mi Indeterminada Rua Animais errantes Ferndo Ferro
57 Adulto Mi Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Lisboa

58 10 MC Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Lisboa

59 4 Fl Indeterminada Casa Apenas gatos domeésticos Lisboa

60 12 Fl Siamés Casa Sem contacto directo Lisboa

61 8 Fl Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

62 Adulto Fl Indeterminada Rua Animais errantes Lisboa

63 7 MC Siamés Casa Sem contacto directo Amadora
64 14 MC Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

65 15 MC Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Carnaxide
66 13 MC Siamés Casa Apenas gatos domésticos Amadora
67 12 MC Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

68 7 Fl Indeterminada | Rua e casa Animais errantes Almgrigg(r)n do
69 15 FC Indeterminada Casa Sem contacto directo Lisboa

70 8 MC Indeterminada Casa Apenas gatos domésticos Lisboa

Legenda: FC = Fémea ovariohisterectomizada; Fl = Fémea inteira; MC = Macho castrado; Ml = macho inteiro;
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Anexo 14 (continuacdo Il) — Caracterizagdo da amostra do rastreio para dirofilariose e

leishmaniose em 70 gatos da Area Metropolitana de Lisboa

N.°do Motivo de apresentacdo a consulta dResuItado Resultado Resultgdo da
animal por 4rea clinica apesquisa | dapesquisa | pesquisade
de Ac FIV | de Ag FeLV PIF
1 Ortopedia - - -
2 Outra doenga - - -
3 Reprodugéo - - -
4 Urologia Negativo Negativo -
5 Ortopedia - - -
6 Reprodugao Negativo Negativo -
7 Urologia - - -
8 Urologia - - -
9 Reprodugéo - - -
10 Gastroenterologia - - -
11 Urologia Negativo Negativo -
12 Oncologia - - -
13 Oncologia - - -
14 Ortopedia - - -
15 Reprodugéo - - -
16 Reprodugéo - - -
17 Reprodugéo - - -
18 Urologia Negativo Negativo -
19 Outra doenga - - -
20 Outra doenga Negativo Negativo -
21 Oncologia Negativo Negativo -
22 Outra doenga Negativo Positivo -
23 Outra doenga - - -
24 Urologia - - -
25 Ortopedia - - -
26 Urologia Negativo Negativo -
27 Gastroenterologia - - -
28 Gastroenterologia - - -
29 Oncologia - - -
30 Reavaliagao Negativo Negativo -
31 Outra doenca Negativo Negativo -
32 Outra doenga Negativo Negativo -
33 Outra doenga - - -
34 Outra doenga - - -
35 Outra doenga Negativo Negativo -
36 Reprodugéo Negativo Negativo -

Legenda: Ac = anticorpos; Ag = antigénios; - = pesquisa ndo efectuada




Anexo 14 (continuacdo Ill) — Caracterizagdo da amostra do rastreio para dirofilariose e

leishmaniose em 70 gatos da Area Metropolitana de Lisboa

Nedo | Moiivo de apresentag0 & consula | 4 Gusalica | da pesauisa | pesauisa de
de Ac FIV de Ag FeLV PIF
37 Reprodugéo Negativo Negativo -
38 Reprodugéo - - -
39 Oncologia Negativo Positivo -
40 Reavaliagao Negativo Negativo -
41 Outra doenca - - -
42 Urologia - - -
43 Reprodugéo Negativo Negativo -
44 Gastroenterologia - - -
45 Oncologia - - -
46 Endocrinologia Negativo Negativo Positivo
47 Urologia Negativo Negativo Positivo
48 Urologia - - -
49 Outra doenca - - -
50 Reprodugéo - - -
51 Gastroenterologia - - Positivo
52 Outra doenga Positivo Negativo -
53 Outra doenga - - -
54 Outra doenca Negativo Negativo -
55 Oncologia - - -
56 Pneumologia Negativo Negativo -
57 Hematologia Negativo Negativo -
58 Odontologia Negativo Negativo -
59 Oncologia - - -
60 Oncologia - - -
61 Oncologia - - -
62 Gastroenterologia Negativo Negativo -
63 Outra doenca Negativo Positivo -
64 Gastroenterologia - - -
65 Nefrologia - - -
66 Oncologia - - -
67 Endocrinologia - - -
68 Oncologia - - -
69 Gastroenterologia Negativo Negativo -
70 Oncologia Negativo Negativo -

Legenda: Ac = anticorpos; Ag = antigénios; - = pesquisa ndo efectuada




Anexo 15 - Sinais clinicos compativeis com LFel e DFel dos 70 gatos do rastreio
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Anexo 15 (continuagdo) — Sinais clinicos compativeis com LFel e DFel dos 70 gatos
do rastreio

Sinais
compativeis
com DFel e
Sinais compativeis com DFel LFel Sinais compativeis com LFel

Suspeito de asma
Taquipneia

Tosse

Dispneia

\Vémito

lAscite

Derrame toracico
Convulsbes
Sincope
Depresséao ou apatia
IAnorexia

Perda de peso
No6dulos

IAlopécias
IAdenomegalia
Estomatites
Hepatomegalia
Esplenomegalia
Febre / Hipertermia

© IN.° animal
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Legenda: X = sinal presente; - = sinal ausente
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Anexo 16 — Pesquisa de microfilarias e antigénios de Dirofilaria immitis em 70 gatos
da Area Metropolitana de Lisboa

Pesquisa de microfilarias

Pesquisa de
Antigénios

Pesquisa de microfilarias

Pesquisa de
Antigénios

N'? do Exame de - . N'(.) do Exame de - )
animal sangue a Técnicade V\_/ltngss_@ animal sangue a Técnica de V\{|tm_ess_®
fresco Knott Dirofilaria fresco Knott Dirofilaria
1 Negativo Negativo Negativo 36 Negativo Negativo Negativo
2 Negativo Negativo Negativo 37 Negativo Negativo Negativo
3 Negativo Negativo Negativo 38 Negativo Negativo Negativo
4 Negativo Negativo Negativo 39 Negativo Negativo Negativo
5 Negativo Negativo Negativo 40 Negativo Negativo Negativo
6 Negativo Negativo Negativo 41 Negativo Negativo Negativo
7 Negativo Negativo Negativo 42 Negativo Negativo Negativo
8 Negativo Negativo Negativo 43 Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Positivo 44 Negativo Negativo Negativo
10 Negativo Negativo Negativo 45 Negativo Negativo Negativo
11 Negativo Negativo Negativo 46 Negativo Negativo Negativo
12 Negativo Negativo Negativo 47 Negativo Negativo Negativo
13 Negativo Negativo Negativo 48 Negativo Negativo Negativo
14 Negativo Negativo Negativo 49 Negativo Negativo Negativo
15 Negativo Negativo Negativo 50 Negativo Negativo Negativo
16 Negativo Negativo Negativo 51 Negativo Negativo Negativo
17 Negativo Negativo Negativo 52 Negativo Negativo Negativo
18 Negativo Negativo Negativo 53 Negativo Negativo Negativo
19 Negativo Negativo Negativo 54 Negativo Negativo Negativo
20 Negativo Negativo Negativo 55 Negativo Negativo Negativo
21 Negativo Negativo Negativo 56 Negativo Negativo Negativo
22 Negativo Negativo Negativo 57 Negativo Negativo Negativo
23 Negativo Negativo Negativo 58 Negativo Negativo Negativo
24 Negativo Negativo Negativo 59 Negativo Negativo Negativo
25 Negativo Negativo Negativo 60 Negativo Negativo Negativo
26 Negativo Negativo Negativo 61 Negativo Negativo Negativo
27 Negativo Negativo Negativo 62 Negativo Negativo Negativo
28 Negativo Negativo Negativo 63 Negativo Negativo Negativo
29 Negativo Negativo Negativo 64 Negativo Negativo Negativo
30 Negativo Negativo Negativo 65 Negativo Negativo Negativo
31 Negativo Negativo Negativo 66 Negativo Negativo Negativo
32 Negativo Negativo Negativo 67 Negativo Negativo Negativo
33 Negativo Negativo Negativo 68 Negativo Negativo Negativo
34 Negativo Negativo Negativo 69 Negativo Negativo Negativo
35 Negativo Negativo Negativo 70 Negativo Negativo Negativo
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Anexo 17 — Protocolo do teste Witness® Dirofilaria

WITNESS Dirofilaria

GENERALIDADES

A dirofilariose cardiaca do cdo é uma doenga de incidéncia mundial, cujo agente & um nematodo filariforme,
denominado Dirofilaria immitis. 0s vermes adultos localizam-se no ventriculo direito e nas artérias pulmo-
nares dos cdes infestados. As filarias fémeas libertam na circulacdo sanguinea larvas de 1 estadio (micro-
filarias) que se encontram preferencialmente na circulacao periférica. O ciclo prossegue guando um mosqui-
to, vector da doenca, ingere as microfilarias que se desenvolvem, tornando-se larvas infestantes de 3°
estadio. Estas podem entdo ser transmitidas a um outro cdo onde prosseguirdo o seu desenvolvimento até
ao estadio de adultos imaturos (70-80 dias). E neste momento gue os adulios imaturos comegam a migrar,
primeiro para as artérias pulmonares distais, para em seguida atingirem a artéria pulmanar principal e o ven-
triculo direito. Aproximadamente 6 a 8 meses apds a infestacdo pelas larvas de 3° estadio, os parasitas
atingiram a sua maturidade e excretam um antigénio circulante que pode ser detectado, assim como as
microfilarias, no sangue periférico.

INDICACOES DO TESTE

Um diagnostico preciso da dirofilariose permite, nos cdes infestados, efectuar uma terapéutica apropriada
antes de aparecerem grandes problemas cardiovasculares, enguanio que os cdes nao infestados poderdo ser
protegidos por meios profilacticos eficazes.

WITNESS DIROFILARIA, teste de deteccdo do antigénio solivel da [ immitis, é particularmente recomenda-
do sempre gue a historia pregressa e/ou 0s sintomas evoquem uma dirofilariose, ou sempre que uma veri-
ficagdo rapida do estatuto do animal seja necessaria. Este teste, como ndo se baseia na detecgao das micro-
filarias, é igualmente utilizavel para a detecgao de infestagoes ditas “ocultas”.

PRINCIPIO DO TESTE
0 teste WITNESS DIROFILARIA & um teste de realizagdo simples, baseado numa técnica de imunomigragdo
rapida (Rapid Immuno Migration, RIM). Usa anticorpos dirigidos contra epitopos de um antigénio soldvel da
D immitis.
A amostra a testar contendo este antigénio (sangue total, soro ou plasma) é posto em contacto com parti-
culas de ouro coloidal sensibilizadas.
0 complexo assim formado migra sobre uma membrana antes de ser capturado sobre uma zona reactiva,
ao nivel da qual a sua concentragdo provoca a formagao de uma banda de cor rosa claramente visivel Uma
banda de controlo, situada na extremidade da membrana, permite assegurar que o teste foi realizado cor-
rectamente.

13

AMOSTRAS

* () teste pode ser realizado em sangue total, soro ou plasma. Para o sangue total, a amostra deve ser col-
hida com anticoagulante (EDTA ou heparina).

* As amostras devem ser sempre colhidas com seringa e agulha estéreis.

= A hemadlise ndo interfere significativamente com o teste, se bem gue uma amostra fortemente hemoliza-
da possa estar na origem de uma interferéncia (hemoglobina), podendo prejudicar a leitura em casos de
reacgdo fracamente positiva.

Conservacdo das amostras

As amostras devem ser testadas, de preferéncia imediatamente apos a colheita, mas ndao mais de 4 horas
depois, se forem conservadas @ temperatura ambiente. Se a analise for adiada (até dois dias), a amostra
deverd ser conservada refrigerada entre +2° e 8°C. Para uma conservagdo mais prolongada, serd acon-
selhdvel congelar a amostra (plasma ou soro somente) a -20°C.

CONTEUDO DO KIT

A. 10 saquetas, contendo cada uma, 1 placa teste e uma saqueta desidratante.
B. Um frasco conta-gotas de solugdo tampao (de 2,8 mli).

C. Uma literatura.

D. 10 pipetas.

PRECAUCOES

. Nao utilizar reagentes apos a data de validade.

Conservar o kit entre +2° e +25°C. Néao congelar.

Utilizar o teste apds a abertura (nos 10 minutos apds a abertura da saqueta).

Evitar tocar ou danificar as membranas reactivas (janela da amostra (1) e janela de leitura (2) e (3)).
Colocar a placa WITNESS sobre uma superficie plana e horizontal para permitir uma migragdo correcta
da amostra.

Utilizar uma pipeta diferente para cada amostra.

Segurar a pipeta e o frasco de solugdo tampdo na vertical guando da distribuigdo das amostras e do rea-
gente.

Manipular as amostras e o material de andlise como susceptiveis de transmitir a 0. immitis.

Apenas para uso veterinario.

Lo SNm et
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Anexo 17 (continuacéo) — Protocolo do teste Witness® Dirofilaria

REALIZAGAO DO TESTE - RESULTADOS

Importante : Deixe cair as gotas da amostra e da solugdo tampdo sobre a membrana da clpula da amostra
{janela 1). Nao colocar a ponta da pipeta nem as gotas da amostra e da solugdo tampdo directamente em

contacto com a membrana.

1. Reparticdo da amostra

= Abrir uma saqueta, retirar a pipeta e a placa teste e coloca-
la sobre uma superficie plana e horizontal.

* Colher a amostra com a pipeta fornecida e, mantendo-a
bem vertical, colocar uma gota na janela da amostra (1).

2. Reparticdo da solucdo tampdo

* Depois de ter a certeza de que a amostra penetrou bem na
membrana ;

* Tirar a tampa do frasco de solugdo tampdo e segurando-o
sempre na vertical, colocar trés gotas de solugo na janela
da amostra (1).

* Deixar em seguida a placa teste, sempre na horizontal,
durante todo o tempo da migragic do complexo
ampstra/reagente sobre a banda reactiva.

3. Leitura do teste

* Observar ao fim de 10 minutos a presenca ou nao de
faixas de cor rosa nas janelas (2) e (3).

Notas

* £ possivel conchir a leitura do teste antes de 10 minutos,
se as duas faixas de cor mosa (correspondendo respectiva-
mente 4 faixa teste (2) e 4 faixa testemunha (3)) aparece-
em mitidamente ;

* Pelo contrario, o0 aparecimento somente de uma faixa cor
de rosa ao nivel da faixa (3) ndo permite concluir o teste
antes de decorrerem os 10 minutos necessdrios ao seu
desenvolvimento completo.

Comn efeito, esta faixa de controlo (3) pode aparecer cora-
da mals precocemante que a faia teste (2), nomeadamen-
te no caso de amostras fracamente positivas.

RESULTADOS

1. Validagdo

* [ teste @ validado se uma faixa cor de rosa aparecer na
janela de leitura correspondente & testemunha (3).

2. Interpretacdo

» Auséncia de uma faixa cor de rosa ao nivel da janela (2) e
aparecimento de uma faixa cor de msa ao nivel da janela (3)
: negativo em antigénio O fmmitis.

» Presenga de uma faixa cor de rosa ao nivel das janelas (2)
e (3) : positivo em antigénio D, immitis.

Atencdp:

» A auséncia de uma faixa cor de mosa no nivel da janela (3)
torna o teste nio vélido.

= A interpretagdo de qualguer teste de diagndstico deve ser
feita em fungdo do contexto clinico e epidemioldgico do
animal testado.
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Anexo 18 — Técnica de imunoflurescéncia indirecta para a detec¢do de anticorpos
anti-Leishmania infantum em 70 gatos da Area Metropolitana de Lisboa

N.° do animal IFI 1:40 IFI 1:80 N.° do animal IFI 1:40 IFI 1:80
1 Negativo Negativo 36 Negativo Negativo
2 Negativo Negativo 37 Negativo Negativo
3 Negativo Negativo 38 Negativo Negativo
4 Negativo Negativo 39 Negativo Negativo
5 Negativo Negativo 40 Negativo Negativo
6 Negativo Negativo 41 Negativo Negativo
7 Negativo Negativo 42 Negativo Negativo
8 Negativo Negativo 43 Negativo Negativo
9 Negativo Negativo 44 Negativo Negativo
10 Negativo Negativo 45 Negativo Negativo
11 Negativo Negativo 46 Negativo Negativo
12 Negativo Negativo 47 Negativo Negativo
13 Negativo Negativo 48 Negativo Negativo
14 Negativo Negativo 49 Negativo Negativo
15 Negativo Negativo 50 Negativo Negativo
16 Negativo Negativo 51 Negativo Negativo
17 Negativo Negativo 52 Negativo Negativo
18 Negativo Negativo 53 Negativo Negativo
19 Negativo Negativo 54 Negativo Negativo
20 Negativo Negativo 55 Negativo Negativo
21 Negativo Negativo 56 Negativo Negativo
22 Negativo Negativo 57 Negativo Negativo
23 Negativo Negativo 58 Negativo Negativo
24 Negativo Negativo 59 Negativo Negativo
25 Negativo Negativo 60 Negativo Negativo
26 Negativo Negativo 61 Negativo Negativo
27 Negativo Negativo 62 Negativo Negativo
28 Negativo Negativo 63 Negativo Negativo
29 Negativo Negativo 64 Negativo Negativo
30 Negativo Negativo 65 Negativo Negativo
31 Negativo Negativo 66 Negativo Negativo
32 Negativo Negativo 67 Negativo Negativo
33 Negativo Negativo 68 Negativo Negativo
34 Negativo Negativo 69 Negativo Negativo
35 Negativo Negativo 70 Negativo Negativo
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