—_—

Lad

s

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
CAMPOS UNIVERSITARIO DE ARAGUAINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SANIDADE ANIMAL E SAUDE
PUBLICA NOS TROPICOS

MARILENE NESSO

DIAGNOSTICO COPROPARASITOLOGICO E HISTOPATOLOGICO DE
INFECCAO POR Aelurostrongylus abstrusus EM GATOS DOMESTICOS DE
ARAGUAINA TOCANTINS

ARAGUAINA TO
2021



MARILENE NESSO

DIAGNOSTICO COPROPARASITOLOGICO E HISTOPATOLOGICO DE
INFECCAO POR Aelurostrongylus abstrusus EM GATOS DOMESTICOS DE
ARAGUAINA TOCANTINS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacgédo
em Sanidade Animal e Salde Publica nos Tropicos da
Universidade Federal do Tocantins, Campus Universitario
de Araguaina, como requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Sanidade Animal e Saude Pablica nos
Tropicos.

Orientadora: Dra. Helcileia dos Santos
Coorientadores: Dra. Janaina S. Azul Moreira Evangelista

Dr. Sandro Estevan Moron

ARAGUAINA TO
2021



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicacio (CIP)

Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Tocantins

N467d

Nesso, Marilene.

DIAGNOSTICO COPROPARASITOLOGICO E HISTOPATOLOGICO DE
INFECCAO POR Aelurostrongylus abstrusus EM GATOS DOMESTICOS DE
ARAGUAINA TOCANTINS. / Marilene Nesso. — Amguaina, TO, 2021.

571

Dissertagdo (Mestrado Académico) - Universidade Federal do Tocantins
— Campus Universitirio de Araguaina - Curso de Pos-Graduaciio (Mestrado)
em Sanidade Animal e Saide Pablica nos Tropicos, 2021.

Orentadom : Helcileia Dias Santos

Coorientador: Sandro Estevan Moron

1. Agente etiologico e Ciclo Biologico. 2. Epidemiologia e Distribuicio
mundial. 3. Diagnosticos e Frequéncia observada . 4. Lesdes associadas e
avaliagio das ledes de forma semiquantitativa . L. Titulo

CDD 636.089

TODOS 0S DIREITOS RESERVADOS — A reprodugio total UudparciaL de qualquer

forma ou por qualquer meio deste documento ¢ autorizado des

e que citada a fonte.

A violagdo dos direitos do autor (Lei n® 9.610/98) é crime estabelecido pelo artigo 184
do Cadigo Penal.

Haborado pelo sistema de geraciio automatica de ficha catalogrifica da UFT com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).



MARILENE NESSO

DIAGNOSTICO COPROPARASITOLOGICO E HISTOPATOLOGICO DE
INFECCAO POR Aelurostrongylus abstrusus EM GATOS DOMESTICOS DE
ARAGUAINA TOCANTINS

Data da aprovacdo 11/05/2021

Banca examinadora:

<t —

Prof?. Dra. Helcilela dos Santos - UFT

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Sanidade Animal e Salde Publica nos
Tropicos da Universidade Federal do Tocantins,
Campus Universitario de Araguaina, como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre em Sanidade
Animal e Sadde Publica nos Tropicos.

Orientadora: Dra. Helcileia dos Santos
Coorientadores: Dra. Janaina S. A Moreira Evangelista

Dr. Sandro Estevan Moron

Prof?. Dra. Elane Guerreiro Giese - UFRA

Lo Mo cx (ko

Prof. Dr. Fabiano Mendes de Cordova — UFT



AGRADECIMENTOS

Agradeco Primeiramente a Deus, por me conceder mais esta oportunidade, e por ser meu maior

reflgio e amparo;

A minha orientadora Prof2 Dra. Helcileia dos Santos por compartilhar comigo seus
conhecimentos e ter me confiado essa dificil tarefa, agradeco a oportunidade, incentivo e

principalmente o apoio e paciéncia.

A minha familia, por sempre ser o meu porto seguro, e pelo apoio e auxilio nesta etapa da minha

vida académica.

Ao Prof. Dr. Sandro Estevan Moron e a Dra. Janaina Serra Azul Moreira Evangelista pelo
auxilio com o diagndstico histologico, e a Dra. Samara Rocha Galvédo por contribuir nesta
jornada. A Liana Bezerra Dias de Lima pelo auxilio na confeccdo das laminas e a colega Rita
de Céssia Silva Chaves pelo auxilio no laboratério.

Aos Professores dos Programa de P6s-Graduacdo em Sanidade Animal e Saude Publica nos

Tropicos por contribuir com o meu aprendizado.

A Universidade Federal do Tocantins UFT que disponibilizou sua infraestrutura, e recursos

humanos que possibilitaram a realizagdo do curso

Ao Programa Nacional de Cooperagdo Académica na Amazonia — PROCAD/Amazénia da
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES/Brasil pelo apoio

financeiro no desenvolvimento desta pesquisa.

As clinicas veterinarias Bicho Mania, Mundo dos Bicho; Bicho e Cia, e a Clinica Veterinaria
da Universidade Federal do Tocantins UFT e ao CCZ de Araguaina, por gentilmente cederem
as amostras para este trabalho. A médica veterinaria Lucianne Lazzarotti Reis pelo empenho e

ajuda com as coletas das amostras.



RESUMO

O Aelurostrongylus abstrusus é um nematodeo de ocorréncia mundial, que causa pneumonia
parasitaria em felinos. A infeccdo ocorre pela ingestdo de moluscos gastropodes, que sao
hospedeiros intermediarios e a apresentacédo clinica da doenca é variavel de forma subclinica a
pneumonia grave, com risco de morte. O objetivo deste estudo foi descrever a frequéncia da
infeccdo por A. abstrusus em gato domeéstico (Felis silvestris catus) de Araguaina, Tocantins,
por meio de exame coproparasitologico e histopatoldgico, comparar técnicas de diagnostico e
analisar as alteracGes morfoldgicas observadas nos pulmdes de gatos parasitados. Foram
examinadas histologicamente amostras de 62 pulmdes de gatos e realizados exames
coproparasitologicos de 210 animais. Para avaliacdo coproparasitolégica foi empregado o
exame direto por esfregaco; o método de Faust e o método de Baermann. Para anélise
microscépica foram confeccionadas laminas histologicas dos pulmdes, coradas por
hematoxilina-eosina. De cada lamina foram fotografados 30 campos em objetiva de 40 vezes,
que foram analisados no programa Image J, quanto a presenca e quantidade de formas
evolutivas do parasito e as alteragcdes teciduais foram avaliadas de forma qualitativa e
semiquantitativa. A frequéncia observada de A. abstrusus nos gatos avaliados pelos exames
coproparasitoldgicos foi de 8,1% (17/210) e 20,97% (13/62) foi obtida por meio do exame
histopatoldgico. A sensibilidade e especificidade da técnica histoldgica foi de 100%,
demonstrando concordancia perfeita no resultado com o método de Baerman (Kappa=)1, e 0
método de Faust apresentou sensibilidade de 88,2%, especificidade de 99,5% e coeficiente
Kappa=0,9. O Exame direto teve baixa sensibilidade (5,9%). Animais errantes tiveram 5,5
vezes mais chance de infeccdo por A. abstrusus (P<0,001), assim como  gatos que
manifestaram o espirro como sinal clinico respiratério que apresentaram chance 5,77 vezes
maior (P=0,005). Macroscopicamente verificou-se lesdes focais ou multifocais, caracterizadas
como nodulos firmes, de coloracdo variando de branco a amarelo acinzentado, de variados
tamanhos, Na histopatologia a presenga de infiltrado inflamatério em areas afetadas pela
presenca de ovos, hipertrofia da musculatura lisa dos ductos e septos alveolares, hipertrofia e
hiperplasia da musculatura das artérias e infiltrados inflamatérios eosinofilicos e linfocitario
foram as alteragdes mais observadas em gatos positivos para A. Abstrusus. A comparagdo dos
achados histopatolédgicos entre animais positivos e negativos demonstrou que animais positivos
apresentaram indice de alteracdo do 0Orgdo (lorg) significativamente maior (P<0,001),
demonstrando maior comprometimento pulmonar em gatos parasitados por A. abstrusus

Palavras-chave: Pneumonia vermindtica, felinos, avaliacdo semiquantitativa.



ABSTRACT

Aelurostrongylus abstrusus is a nematode of worldwide occurrence, which causes parasitic
pneumonia in felines. Infection occurs by ingestion of gastropod molluscs, which are
intermediate hosts, and the clinical presentation of the disease varies sub clinically to severe
pneumonia, with risk of death. Thema in part of this study was to describe the frequency of A.
abstrusus infection in  a domestic cat (Felis silvestris catus) from Araguaina, Tocantins, by
means of stool exam and histopathological examination, to compare diagnostic techniques and
to analyze the morphological alterations observed in the lungs of parasitized cats. Samples of
62 cat lungs were histologically examined and stool exam al examinations of 210 animals were
performed. For stool exam evaluation, the direct examination by smear was used; Faust's
method and Baermann’s method. For microscopic analysis, histological slides of the lungs were
made, coraofhematoxylin-eosin. From each slide, 30 fields were photographed in a 40-fold
objective, which were analyzed in the Image J program, regarding the presence and quantity of
evolutionary forms of the parasite and the tissue alterations were evaluated qualitatively and
semi quantitatively. The observed frequency of A. abstrusus in cats evaluated by stool exam
examinations was 8.1% (17/210) and 20.97% (13/62) was obtained by histopathological
examination. The sensitivity and specificity of the histological technique was 100%,
demonstrating perfect agreement in the result with the Baerman method (Kappa=)1, and the
Faust method presented sensitivity of 88.2%, specificity of 99.5% and Kappa coefficient=0.9.
The Direct Examination had low sensitivity (5.9%). Themost errant nimais were 5.5 times more
likely to be infected by A. abstrusus (P<0.001), as well as cats that manifested sneezing as a
respiratory clinical sign that presented a 5.77 times higher chance (P=0.005). Macroscopically
there were focal or multifocal lesions, characterized as firm nodules, of color ranging from
white to grayish yellow, of various sizes, In histopathology the presence of inflammatory
infiltrate in areas affected by the presence of eggs, hypertrophy of thesmooth musculature of
the ducts and alveolar septa, hypertrophy and hyperplasia of the musculature of the arteries and
inflammatory infiltrates eosinophilic and lymphocytic were the most observed changes in cats
positive for A. Abstrusus. The comparison of histopathological findings between positive and
negative animals showed that positive animals presented significantly higher organ alteration
index (lorg)(P<0.001), demonstrating greater pulmonary involvement in cats parasitized by A.
abstrusus.

Keywords: Verminotic pneumonia, felines, semiquantitative evaluation.
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1 INTRODUCAO

O Aelurostrongylus abstrusus € um nematodeo da superfamilia Metastrongyloidea que
acomete o trato respiratorio de felideos, ocasionando uma doenca respiratoria conhecida como
aelurostrongilose ou pneumonia parasitaria (TRAVERSA et al., 2008b). A ocorréncia de
infeccdo por A. abstrusus ja foi registrada em todo o mundo, sendo considerado um dos mais
importantes parasitos que provoca alteragdes respiratorias em felinos Felis silvestris catus
(ELSHEIKHA et al., 2019).

A aeluroestrongilose pode ser subclinica em felideos adultos com boas condigdes
fisicas, devido a uma evolugdo autolimitante nesses animais, ou manifestar sinais respiratorios,
como: tosse leve a intensa, espirros, secrecdo nasal mucopurulenta e dispneia, podendo
ocasionar a morte. Os sinais clinicos sdo mais observados em animais jovens, debilitados e/ou
imunossuprimidos (SILVA et al., 2001; SCOFIELD et al., 2005; TRAVERSA; DI CESARE;
CONBOY, 2010; ELSHEIKHA et al., 2019).

A infec¢do por A. abstrusus tem sido considerada esporadica com patogenicidade
variavel e ainda pouco esclarecida, onde muitos estudos se restringem a relatos de casos
(SCOFIELD et al., 2005; FERREIRA; DE SOUZA DANTAS; LABARTHE, 2007; ELLIS;
BROWN; YABSLEY, 2010; RIGAO et al., 2019). Entretanto, ultimamente ocorreu um
acréscimo nos registros sobre esta parasitose na literatura mundial, com pesquisas geralmente
descrevendo ocorréncia e prevaléncia em varias partes do mundo, principalmente: Europa
(TAUBERT et al., 2009; JEFFERIES et al., 2010; KNAUS et al., 2011; NABAIS, 2010; DI
CESARE et al., 2015; TRAVERSA et al., 2009a; ELSHEIKHA et al., 2019; GUELDNER et
al., 2019), Austrélia (COMA,N; JONES; DRIESEN, 1981), Estados Unidos (BOWMAN, 2011;
CARRUTH et al., 2019) e Africa do Sul (DI CESARE et al., 2016).

Na América do Sul, registros foram realizados no Uruguai (CASTRO et al., 2013),
Argentina (SOMMERFELT et al.,, 2006), Bolivia (FIORELLO et al., 2006), Chile
(CADAGAN, J.A.O, 2013), Colombia (SANCHEZ ROJAS et al., 2017) e Brasil (HEADLEY,
2005; RAMOS et al., 2013).

No Brasil existe registro de ocorréncia deste parasito em gatos de varias partes do pais,
sendo relatados nos estados do Rio Grande do Sul (SCOFIELD et al., 2005; HEADLEY, 2005;
EHLERS; MATTOS; MARQUES, 2009; PEREIRA et al., 2017), Parana (RIGAO etal., 2019),
Rio de Janeiro (FERREIRA; DE SOUZA DANTAS; LABARTHE, 2007), Sé&o Paulo
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(OGASSAWARA et al., 1986), Mato Grosso (RAMOS et al., 2013) e Tocantins (SOUSA et
al., 2015). Outros relatos do parasito no Brasil também foram realizados no molusco Achatina
fulica (THIENGO et al., 2008; DE ANDRADE-PORTO et al., 2012; CARDOSO, 2017).

O diagndstico da infeccdo pode ser realizado por meio de exames coproparasitologicos,
onde é possivel visualizar a larva de primeiro estagio, principalmente utilizando o método de
Baerman em fezes frescas, considerado padrdo ouro, porém outras técnicas também podem ser
usadas (CARRUTH et al.,, 2019). Os métodos moleculares podem ser empregados
(ANNOSCIA et al., 2014), no entanto, demandam laboratorios mais especializados e custo

elevado.

O diagndstico histopatoldgico pode ser realizado por analise microscépica do pulmao
de gatos necropsiados ou ainda biopsia do parénquima pulmonar, realizada por aspiracdo com
agulha fina guiada por ultrassom (GAMBINO et al., 2016), onde é possivel analisar ovos, larvas
e adultos do parasito. A infeccdo pode ser revelada também por anélise de lavado
traqueobrénquico (RIBEIRO et al., 2014) e por meio de avaliacdo radiografica (CRISI et al.,
2017).

O pulmdo de gatos parasitados pode apresentar nddulos, estrias ou manchas
esbranquicadas (PEREIRA et al., 2017). Entre as alteracGes histologicas mais relatadas estéo a
hiperplasia e hipertrofia das paredes das artérias pulmonares, geralmente ocasionada, em
resposta a um aumento nas cargas de pressao (MILLER, M.L.; GAL, 2017) e o0 espessamento
dos septos alveolares, com infiltrado inflamatério (STOCKDALE, 1970).

O convivio estreito com animais de companhia exige dos tutores melhores cuidados
com a saude dos animais e a aelurostrongilose é uma infeccdo que merece ser diagnosticada
para diferenciacdo de outras infeccdes pulmonares dos gatos, visando um tratamento efetivo da
doenca, bem como a prevencdo do agravamento das lesdes em animais assintomaticos
(ELSHEIKHA et al., 2016).

Ressalta-se assim, a importancia do conhecimento da frequéncia deste parasito na
regido, a descricdo das alteracdes causadas nos tecidos pelo parasito e o impacto destas
alteracdes na saude do animal, assim como avaliacdo dos métodos de diagndstico, buscando
fornecer dados que possam contribuir com o diagnoéstico precoce e avaliagdo das implicacGes
da evolucédo da doenca nos felinos, auxiliando na tomada de decisdes relacionadas as medidas
de prevencdo e controle desta parasitose.
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2.1 Objetivo Geral

Investigar a frequéncia da infeccdo por A. abstrusus em gatos domesticos (Felis

silvestris catus) da cidade de Araguaina, avaliar associacdes e métodos de diagndstico e relatar

as alteracdes morfoldgicas ocasionada pela presenca do parasito.

2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

Determinar frequéncia da infeccdo por A. abstrusus em gatos domésticos (Felis
silvestris catus) na cidade de Araguaina, utilizando a técnica de Baermann, flutuacéo
em sulfato de zinco e exame direto.

Avaliar a sensibilidade e especificidade dos diferentes métodos de diagnosticos da
infeccédo por A. abstrusus.

Analisar a associacdo da infeccdo com caracteristicas individuais e de moradia dos
gatos;

Descrever as alteracbes macroscopicas e microscopicas observadas em pulmao de gato
positivo para A. abstrusus.

Avaliar a importancia das les6es ocasionadas por A. abstrusus em gatos domésticos.



3 REVISAO DE LITERATURA

O Aelurostrongylus abstrusus (Railliet, 1898) é o parasito pulmonar mais comum
dos felideos, popularmente conhecido como “verme pulmonar do gato”. Este parasito € um
nematodeo de distribuicdo global que reside nos bronquiolos terminais, alvéolos e ductos
alveolares de gatos, comumente encontrado em muitas partes do mundo, incluindo Europa,
EUA, América do Sul, Austrélia e Africa (ELSHEIKHA et al., 2016; DI CESARE et al., 2016;
GIANNELLI et al., 2017; PENAGOS-TABARES et al., 2018; CARRUTH et al., 2019;
TRAVERSA et al., 2021).

Embora muitos animais infectados nao apresentem sinais clinicos este nematodeo pode
provocar varias manifestacfes clinicas, que vdo desde sinais respiratérios minimos até
broncopneumonia intersticial, dispneia, sibilos pulmonares e outros sinais de doenca das vias
aéreas inferiores podendo evoluir a infeccBes graves e até mesmo a morte do animal (GENCHI
etal., 2014; ELSHEIKHA et al., 2016; HANSEN et al., 2017).

3.1 Agente Etiologico e Ciclo Bioldgico

O Aelurostrongylus abstrusus é um helminto pertencente ao filo Nematoda, classe
Secernentea, ordem Strongylida, superfamilia Metastrongyloidea, familia Angiostrongylidae,
cujas formas adultas s@o encontradas nos alvéolos, ductos alveolares e bronquiolos dos felinos
(TRAVERSA,; IORIO; OTRANTO, 2008; ELSHEIKHA et al., 2016; MOSKVINA, 2018). Os
machos medem 4 a 6 mm de comprimento e 54-64 um de largura, apresentando bolsa
copulatéria pequena, espiculos iguais curtos e grossos, e gubernaculos presentes. As fémeas
possuem extremidade posterior romba, medem 9 a 10 mm de comprimento por 80 um de largura
e fazem postura de ovos ndo segmentados (FORTES, 2004). Os ovos medem 70-80 um de
diametro (TAYLOR, M. A.; COOP, 2017) e a larva de primeiro estagio (L1) mede entre 300-
390um e possuindo na cauda um espinho dorsal (TRAVERSA; GUGLIELMINI, 2008;
TRAVERSA; DI CESARE; CONBOQY, 2010; GENCHI et al., 2014).
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O ciclo de vida do A. abstrusus é complexo sendo os felinos os hospedeiros definitivos
(HD) (ELSHEIKHA et al., 2019) e requer um gastropode invertebrado como hospedeiro
intermediario (HI). Entre os invertebrados descrito estdo as espécies Ariom lusitanicus (lesma
espanhola), Limax maximus (lesma), Achatina fulica (caracol gigante africano) e Helix
aspersa (caracol comum) (DI CESARE et al., 2013; COLELLA et al., 2015; GIANNELLI et
al., 2015a). No gastropode a L1 amadurece até a larva infecciosa de terceiro estagio (L3). O
felino se infecta ao ingerir o HI e/ou ainda ao se alimentar de hospedeiros paraténicos, entre
eles os sapos, lagartos, cobras, aves e roedores, que ingerem os moluscos e mantém as larvas
encistadas no seu organismo (TAYLOR, M. A.; COOP, 2017; COLELLA etal., 2019). AL3é
liberada no intestino do HD e migra até o pulmao via vasos linfaticos e pode ser encontrada no
pulméo 24 horas ap0s a infeccdo. A forma adulta pode ser encontrada nos bronguiolos, ductos
alveolares e alvéolos (STOCKDALE, 1970; TRAVERSA; DI CESARE, 2016; CARRUTH et
al., 2019).

Nos pulmdes do hospedeiro definitivo as fémeas adultas comecam a postura 25 dias
apos a infeccdo, e pdem ovos que contém uma Unica célula, que embrionam dentro dos dutos
alveolares e nos alvéolos circundantes (BOWMAN, 2011). A larva L1 resultante migra dos
alvéolos pulmonares para a arvore brénquica alcangando as vias superiores do trato respiratorio,
utilizando-se dos movimentos ciliares das células para chegar até a laringe e segue por
degluticdo para o trato digestorio. Posteriormente ganha o meio ambiente por meio das fezes.
O periodo pré-patente dura entre 33 a 42 dias e a fase de paténcia tem duracdo de até um ano,
com pico de producdo de ovos 2 a 4 meses apos infeccdo (FORTES, 2004; KNAUS et al., 2011;
.BOWMAN, 2011). Existem relatos que o parasito sobrevive nos pulmd@es por varios anos,
apesar da auséncia de larvas nas fezes (TAYLOR, M. A.; COOP, 2017). A Figura 1 ilustra

resumidamente o ciclo bioldgico de A. abstrusus.
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Figura 1 Ciclo bioldgico do Aelurostrongylus abstrusus na natureza.

Fonte: Elaborado pelo autor

1 — O felino hospedeiro definitivo pode se infectar pela ingestdo do gastrépode hospedeiro intermediario
como também ao ingerir um dos possiveis hospedeiros paraténicos. Dentro do hospedeiro definitivo a
Larva de terceiro estagio (L3) migra para o pulmdo. 2 — A L3 se desenvolve para larva de quarto estagio
(L4) e adulta no pulmdo do hospedeiro definitivo e a fémea deposita 0s ovos nos alvéolos pulmonares,
onde se desenvolvem e posteriormente eclodem dando origem a Larva de primeiro estagio L1. 3— A L1
migra pelo sistema respiratorio até chegar ao intestino, sendo eliminada nas fezes do animal; 4 — A L1
penetra em um gastropode onde se desenvolve até o estagio de L3 5 — Além do gato vérias espécies de
animais podem se alimentar do gastrépode infectados, como passaros roedores e lagartos, que servem
como hospedeiros paraténicos.
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3.2 Epidemiologia

Infecgdes por A. abstrusus possuem registro de ocorréncia em todos os continentes
(TRAVERSA; GUGLIELMINI, 2008). Foram considerados por muitos anos de ocorréncia
esporadica e com patogenicidade variavel e ainda pouco esclarecida, possivelmente em
decorréncia de grande parte dos estudos se restringir a relatos de casos (SCOFIELD et al., 2005;
(FERREIRA; DE SOUZA DANTAS; LABARTHE, 2007; ELLIS; BROWN; YABSLEY,
2010). Entretanto nos ultimos anos a sua prevaléncia vem sendo estudada em varias partes do
mundo, com registro de frequéncia de até 43,1% na Europa (KNAUS et al., 2011) e 29,5% na
América do Sul (EHLERS; MATTOS; MARQUES, 2009).

O A. abstrusus ocorre em gatos independentemente de seu habitat, estilo de vida, raca,
idade e sexo (DI CESARE et al., 2014; GENCHI et al., 2014; ELSHEIKHA et al., 2016).
Entretanto estudos realizados em Porto Alegre no sul do Brasil (HEADLEY, 2005) e na Italia
(TRAVERSA et al., 2008a) indicaram que animais jovens e de vida livre podem ser
significativamente mais propensos a se infectarem com o parasito. Em estudos realizados na
Hungria (CAPARI et al., 2013) gatos adultos apresentam maior frequéncia de parasitismos por
A. abstrusus, provavelmente por terem maior capacidade de caca, resultando em maiores
chances de ingerir a L3 por meio dos hospedeiros paraténicos. Na Europa, a localidade
geografica e 0 acesso ao ambiente externo foram relacionados como fatores de risco para a
infeccdo de gatos por A. abstrusus (BEUGNET et al., 2014).

Acredita-se que o aumento no transito de felinos nos Gltimos anos, em viagens nacionais
e internacionais, tenha contribuindo para o crescente risco de importacdo e transmissao de
parasitos, ocasionando a expansao geografica das infec¢Bes por A. abstrusus (PAYO-PUENTE
et al., 2008; TRAVERSA; DI CESARE; CONBOY, 2010). Além disso, outros fatores que
provavelmente exercam efeito na distribuicdo do A. abstrusus sdo fatores ambientais, como a
temperatura, umidade e disponibilidade de agua, contribuindo no desenvolvimento e na
sobrevivéncia dos gastropodes e das larvas de nematodeos em seus hospedeiros (PENAGOS-
TABARES et al., 2018). Existe evidéncia de que, quanto maior a temperatura média, maior a
taxa de desenvolvimento larval de A. abstrusus nos hospedeiros intermediarios (DI CESARE
etal., 2013).
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A aelurostrongilose possui varios mecanismos de transmissdo, o que amplia as chances
de infeccdo do hospedeiro definitivo, pois além de ser transmitida pela ingestdo de moluscos,
gastropodes terrestres e aquaticos, pode também ser transmitida pela ingestdo de larvas
encistadas nos tecidos de hospedeiros paraténicos de diferentes espécies, incluindo répteis,
anfibios, passaros e roedores (JEZEWSKI et al., 2013; COLELLA et al., 2019). Pesquisas tem
constatado a eliminacdo de larvas A. abstrusus no muco de caracois (H. aspersa), possibilitando
a contaminacgdo da &gua e dos alimentos de gatos deixados ao ar livre pelo derrame de L3 por
caracois infectados (GIANNELLI et al., 2015a; TRAVERSA et al., 2021). Estima-se que as L3
derramadas por caracol no solo fiquem viaveis até 72h e até sete dias se forem eliminadas na
agua, sendo esta uma possivel nova rota de transmissao para vermes pulmonares (GIANNELLI
etal., 2015a).

A prevaléncia de infecBes por A. abstrusus em varias partes do mundo esta demonstrada
na tabela 1, com a maioria dos registros realizados por meio de diagndstico coproparasitoldgico,
destacando-se o registro de até 29,5% de frequéncia em gatos domésticos examinados no Rio
Grande do Sul, Brasil e de 43 - 50% na Albania.

Tabela 01 — Distribuigédo da prevaléncia de Aelurostrongylus abstrusus no mundo.

LOCAL % (P) Exame Amostra REFERENCIA

Albania 43,1/50 Hist./Fezes 58/19 (KNAUS et al., 2011)

Brasil (RS) 29,5  Fezes 88 g%gg")ERs; MATTOS; MARQUES,
Hungria 19,8 Fezes 303 (KISZELY et al., 2019)

Brasil (RS) 18,6 Histologia 204 (HEADLEY, 2005)

Italia C / Sul /1187’53 Fezes 65/162 (TRAVERSA et al., 2008)

Portugal 17,4 Fezes 97 (PAYO-PUENTE et al., 2008)

Suica 10,7 Sorologia 4067 (GUELDNER et al., 2019)
Dinamarca 8,3 Fezes 327 (HANSEN et al., 2017)

Norte/Nk Us 6,2 Fezes 1.322 SBEJSIO'FORSTER; BOWMAN,
Alemanha 5,6 Fezes 231 (TAUBERT et al., 2009)

Roménia 5.6 Fezes 414 gz)/lll(F)Q)CEAN; TITILINCU; VASILE,
Mediterraneo 5,6 Fezes 125 (DIAKOU et al., 2015)

Usa 5,2 Fezes 42.821 (CARRUTH et al., 2019)

Alemanha 2,7 Fezes 3.167 (BARUTZKI; SCHAPER, 2003)
Reino Unido 1,7 Fezes 950 (ELSHEIKHA et al., 2019)

Brasil (RS) 1,5 Histologia 2.036 (PEREIRA et al., 2017)

Brasil (MT) 1,37 Fezes 147 (RAMOS et al., 2013)

Alemanha 1 Fezes 837 (BECKER et al., 2012)

Fonte: elaborado pelo autor *%P = porcentagem de prevaléncia
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3.3 Patologia

As alteracOes causadas por A. abstrusus ocorrem logo apds a larva infectante de 3°
estagio penetrar na mucosa intestinal e percorrer o sistema linfatico até chegar nos pulmdes,
onde amadurecem e se tornam adultos (TRAVERSA; IORIO; OTRANTO, 2008; TRAVERSA
etal., 2008; CARRUTH etal., 2019). No parénquima pulmonar as lesdes observadas decorrem
da presenca de L3, L4, adultos, ovos e L1 e variam principalmente em decorréncia do nimero

de ovos presentes e estagio do desenvolvimento embrionario (HAMILTON, 1967).

Macroscopicamente, a invasdo do tecido pulmonar pelas larvas pode resultar em
equimoses apos 24 horas da infeccdo, acompanhadas de infiltrado leucocitario subpleural e
moderado espessamento dos septos alveolares (STOCKDALE, 1970). Em infec¢bes severas,
no periodo pré-patente podem ser observados focos hemorréagicos ou brancos subpleurais, 0s
quais representam reacgdes eosinofilicas ou granulomatosas a presenca de larvas em migragédo
(CASWELL; WILLIAMS, 2016).

A presenca do A. abstrusus no pulmao, associado a fusdo das cuticulas das larvas de
terceiro e quarto estagio e a colocacdo de ovos em alvéolos e seu posterior desenvolvimento,
podem ocasionar a ruptura da superficie pleural do pulméo e provocar a formagdo de placas
de colageno (STOCKDALE, 1970).

A presenca das larvas leva a formagdo de focos de pneumonia intersticial,
principalmente nos alvéolos pulmonares apds 5 dias da infecgdo. Nesta fase também é relatada
a presenca de depositos de fibrina circundados por macrofagos alveolares (STOCKDALE,
1970; PEREIRA et al.,, 2017). A broncopneumonia com tendéncia a cronicidade e
desenvolvimento consecutivo de diferentes focos inflamatérios € um achado histopatologico da
pneumonia vermindtica (HEADLEY, 2005; SCHNYDER et al., 2014).

A presenca de vermes adultos nos brénquios e bronquiolos incita o surgimento de uma
bronquite mucopurulenta, caracterizada pela presenca de exsudato na luz destas estruturas.
Eventualmente larvas podem ser encontradas no exsudato, representando o processo migratorio
pelo qual as larvas deixam o pulméo para continuar o ciclo bioldgico (JONES; HUNT; KING,
2000). As glandulas bronquicas podem apresentar hiperplasia moderada (FERREIRA DA
SILVA et al., 2005).
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Infiltrado inflamatdrio eosinofilico e neutrofilicos sdo vistos no estagio inicial e células
mononucleares e células gigantes podem ser observadas no estagio mais avancado da infeccéo
ao redor de ovos e larvas. O nimero de células inflamatorias parece estar aumentado onde os
ovos apresentam desenvolvimento embrionario mais adiantado (STOCKDALE, 1970).
Hiperplasia do tecido linfoide associado aos bronquios (BALT) pode estar presente ao redor de
vasos e vias aéreas (TRAVERSA et al., 2014; DI CESARE et al., 2014).

No periodo patente formam-se nodulos firmes focais ou multifocais na superficie
pulmonar, geralmente de coloracao branco a amarelo palido, ligeiramente elevados e por vezes
coalescentes. Estes nodulos podem apresentar consisténcia firme e caseosa e,
microscopicamente, sdo observadas massas de ovos e larvas nos alvéolos pulmonares e

bronquiolos terminais e dificilmente sdo vistos vermes adultos (PEREIRA et al., 2017).

Areas de atelectasia foram vistas em gatos experimentalmente infectados duas
semanas apos infeccdo e com a evolucado da infeccdo, a superficie pulmonar pode se apresentar
irregular, com pequenos nodulos duros profundos evoluindo para pulmédo difusamente

manchado com presenca de nodulos de até 1 cm 33 dias apos infecgdo (STOCKDALE, 1970).

Os alveolos podem estar dilatados ou rompidos (TRAVERSA et al., 2014). Ha relatos
de obstrucdo dos alvéolos pelo parasito, seus ovos e larvas ou ainda por agregados de células
do sistema imunoldgico, constituido principalmente por linfécitos, plasmaécitos, macrofagos,
neutrofilos e células gigantes multinucleadas, podendo resultar na formacdo de granulomas
(HAMILTON, 1967; SILVA et al., 2001; FERREIRA; DE SOUZA DANTAS; LABARTHE,
2007; PEREIRA et al., 2017). Espessamento fibromuscular dos septos alveolares é relatado
ainda no periodo pré-patente (STOCKDALE, 1970).

O tecido muscular liso presente na parede dos bronquiolos, ductos alveolares e ainda na
camada média das artérias pulmonares pode apresentar  hiperplasia e hipertrofia
(STOCKDALE, 1970; FERREIRA DA SILVA et al., 2005; HEADLEY, 2005; PEREIRA et
al., 2017). O espessamento da musculatura da parede de bronquiolos, artérias e arteriolas é
relatado como uma alteracdo presente em gatos, mesmo 0s ndo parasitados, possivelmente
decorrente de outras afec¢des (DI CESARE et al., 2015b; REINERO et al., 2019; CONY et al.,
2019), no entanto nao foram encontrados estudos avaliando a relacao destes achados em felinos
parasitados e ndo parasitados. A presenca de granuldcitos na tinica intima das artérias, assim
como nos septos alveolares também foi relatada em gatos parasitados e pode estar relacionada
com estimulos quimiotaxicos (STOCKDALE, 1970).



20

Os ovos possuem casca delgada e medem aproximadamente 70-80 por 50-75 um e os
ovos em fase de formacdo de larva sdo arredondados, com cuticula eosinofilica e mdltiplas
estruturas redondas basofilicas em seu interior (TAYLOR, M. A.; COOP, 2017; PEREIRA et
al., 2017). Os ovos podem apresentar-se no parénquima pulmonar individuais ou agrupados,
principalmente no espago subpleural e por vezes cercados por célula epitelioide provenientes
do septo alveolar (STOCKDALE, 1970; CASWELL; WILLIAMS, 2016).

3.4 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos em gatos infectados por A. abstrusus variam de acordo com a
gravidade da infeccdo, que depende da carga parasitéria, da idade do animal, das condicdes de
resposta imunitaria de cada individuo e ainda da presenca ou nao de doencas debilitantes
(HAMILTON, 1967). Uma boa parte dos gatos infectados é assintomatica (FERREIRA; DE
SOUZA DANTAS; LABARTHE, 2007).

Nos casos crénicos observa-se sinais respiratorios como: tosse seca, espirros, secrecao
mucopurulenta, bronquite ou até pneumonia, podendo ser acompanhada de febre em caso de
infeccdo bacteriana secundaria associada (STOCKDALE, 1970; ELSHEIKHA et al., 2016)
Porém, ha gatos que apresentam polipneia ou dispneia, sendo a tosse pouco frequente ou até
mesmo ausente (TRAVERSA; GUGLIELMINI, 2008).

Em infeccOes experimentais, os sinais clinicos mais graves foram observados entre a 62
e 122 semanas apos a infec¢do, quando a quantidade de ovos € maxima, surgem outros sinais
como diarreias e perda de peso (HAMILTON, 1967; STOCKDALE, 1970). Linfonodo
submandibular aumentado, acompanhado de respiracdo forcada e sons respiratorios
aumentados foram os sinais clinicos mais frequente observados no estudo de Schnyder et al.,
(2014), em gatos experimentalmente infectados, e as alteragbes apareceram mais cedo em

animais inoculados com maior niimero de larvas.

A sintomatologia respiratdria esta associada a irritacdo mecénica produzida pelos ovos
e larvas que se alojam nos alvéolos pulmonares ou por causa do deslocamento das mesmas
pelos sistemas respiratério e digestorio. Podem surgir também outros sinais com menor

frequéncia como: mal-estar, inapeténcia, emagrecimento (HEADLEY, 2005).
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3.5 Diagnostico Diferencial e Exames Laboratoriais

O diagnostico clinico do A. abstrusus é dificil, pois sinais como: tosse, espirro e
dispneia séo inespecificos e comuns a outras doengas de origem viral, bacterianas, fangicas,
trauma por corpos estranhos e ainda neoplasias respiratérias (CONBQOY, 2009; TRAVERSA;
DI CESARE; CONBQY, 2010).

Vaérios estudos tém abordado as técnicas de diagnostico de parasitos pulmonares em
felinos, sendo ainda considerado um desafio (TRAVERSA et al., 2008a;. TRAVERSA; IORIO;
OTRANTO, 2008; DENNLER et al., 2013; RIBEIRO et al., 2014; ZOTTLER; STRUBE;
SCHNYDER, 2017). Nos exames coproparasitologicos, as larvas do A. abstrusus devem ser
diferenciadas de outras larvas de nematodeo que ja eclodiram, e ainda dos parasitos de vida
livre que possam estar presentes em amostras coletadas do solo. Além de A. abstrusus, outras
larvas de parasitos menos comuns podem ser detectadas em amostras fecais de felinos,
incluindo outros parasitos pulmonares como: Oslerus rostratus, Troglostrongylus brevior e
Troglostrongylus subcrenatus (TRAVERSA; DI CESARE; CONBOY, 2010; JEFFERIES et
al., 2010; KISZELY et al., 2019).

Para o diagndstico preciso de infeccbes por vermes pulmonares € necessario a
identificacdo do estagio bioldgico do parasito. Em casos de nematodeos cujos ovos eclodem na
arvore brénquica dos animais infectados, como € o caso do A. abstrusus, as larvas devem ser
identificadas nas fezes usando técnicas coproparasitoldgicas como: esfregaco direto de fezes,
exames de flutuagdo fecal e a técnica de Baermann (ELSHEIKHA et al., 2016). Os esfregacos
diretos sdo de baixo custo e de facil execugdo, porem tem baixa sensibilidade devido a pequena
guantidade de amostra (TRAVERSA; GUGLIELMINI, 2008).

Os exames de flutuagéo fecal podem ter baixa sensibilidade, pois além do tamanho da
amostra, possui efeitos prejudiciais do meio utilizado para flutuacdo das larvas. As altas
concentracfes das solucbes de sais ou agUcar tendem a induzir danos osmoticos nas larvas
devido a desidratacdo, tornando-as indetectaveis em razao da perda de detalhes morfoldgicos,
principalmente quando ha demora na analise das laminas (TRAVERSA; GUGLIELMINI,
2008; DI CESARE et al., 2011). Entretanto foi descrito por Lacorcia et al. (2009) com uma
sensibilidade de 94%.
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Nos métodos de flutuacdo fecal, o sulfato de zinco parece ser o0 meio mais confiavel
para uso na deteccdo de L1, mas ainda pode resultar em falso negativo em 40-90% dos animais
positivos (DI CESARE et al., 2011). O método de Baermann € considerado o padrdo ouro para
diagndstico de A. abstrusus, sendo o mais recomendado para avaliacdo de amostras de fezes
devido ao hidro/termotropismo positivo exibido pela L1 viva, que induz estas a migrarem para
0 meio aquoso, sendo depositadas no fundo de um célice de fundo conico (SLOSS, M.S;
ZAJAC, A.M; KEMP, 1999). O método Baermann apresenta sensibilidade de até 97%, e tem
como desvantagem a necessidade da presenca de larvas vivas nas fezes, limitando o tempo entre
a coleta e processamento das amostras. De forma geral todos os teste fecais apresentam
especificidade de 100% (LACORCIA et al., 2009).

O diagnostico diferencial das larvas de A. abstrusus de larvas de outros nematodeos

pulmonares esta demonstrado no quadro 1.

Quadro 1 — Principais caracteristicas morfologicas apresentadas por larvas de nematodeos
pulmonares de felinos.

NEMATODA FORMATO DA TAMANHO DAS  REFERENCIA
CAUDA L1
Aelurostrongylus Cauda em formato (TRAVERSA,; DI
abstrusus de Scomum botdo  300-390 um CESARE;
distinto projetado CONBOY, 2010);
com um dedo
pequeno 400 - um (LOPEZ et al.,
2005)
Oslerus rostratus Constrito anterior 330-349 um (BRIANTI et al.,
até o final e ponta 2014a)
com uma aparéncia
torcido
Troglostrongylus Torcdo dorsal euma  311-357 um (BRIANTI et al.,
brevior estrutura menos 2013)
pronunciada como 339-314.1 um (BRIANTI et al.,
botdo 2012)
435-521 pm (JEFFERIES et al.,
2010)
Troglostrongylus Ondulado
subcrenatus Pontiagudo com 250-270 pm (BRIANTI et al.,
colunas cuticulares 2012)
dorsais e ventrais

Fonte: elaborado pelo autor
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Todos os métodos parasitolégicos possuem como fatores limitantes o periodo
subpatente, onde, apesar da presenca dos vermes adultos no pulmao, as larvas ndo séo liberadas
nas fezes, além da habilidade do examinador para diferenciar a L1 de A. abstrusus de outras
espécies de vermes pulmonares (TRAVERSA; IORIO; OTRANTO, 2008).

Os exames de radiografia e tomografia computadorizada sédo considerados auxiliares na
revelacdo das densidades vasculares e parenquimatosas focais aumentadas, que podem ser
esperadas pela presenca do parasito (TRAVERSA et al., 2008a ; LACAVA et al., 2017).

Os métodos soroldgicos mostraram-se promissores no diagnostico das infecgdes por A.
abstrusus (TRAVERSA; GUGLIELMINI, 2008). O teste ELISA demostrou ser altamente
especifico (95%) e sensivel (95%), sendo um meétodo valido que permite resultados confiaveis
e adequado para triagem em massa no contexto de pesquisas epidemioldgicas (ZOTTLER;
STRUBE; SCHNYDER, 2017).

O exame microscopico e citolégico das lavagens bronco-alveolares também pode ser
utilizado, apresentando até 92,0% de sensibilidade, porém, exigindo anestesia do animal para
coleta de material (TRAVERSA; IORIO; OTRANTO, 2008; RIBEIRO et al.,, 2014). A
deteccdo de DNA do parasito em amostras de swab fecal ou faringeo por PCR & possivel e
apresenta elevada sensibilidade, porém também requer que a infec¢do esteja no periodo patente,
e depende de equipamentos especificos, com custo mais elevado (TRAVERSA; IORIO;
OTRANTO, 2008; TRAVERSA; GUGLIELMINI, 2008).

Na histopatologia a localizacao das fases de desenvolvimento do helminto no sistema
respiratério do HD pode auxiliar no diagnostico diferencial para as espécies: adulto ovo e larva
do A. abstrusus é comumente encontrado no parénquima pulmonar, enquanto 0s
Troglostrongylus troglostrongylus adultos habitam os seios frontais, T. subcrenatus na tragqueia
e nos bronquios, T. brevior e T. wilsoni somente nos bronquios (BRIANTI et al., 2014b). O
Oslerus rostratus comumente estao situados na submucosa dos brénquios, e ainda na subpleura

ou parénquima pulmonar (BRIANTI et al., 2014a).

3.6 Tratamento

Alguns protocolos de tratamento sdo conhecidos para aelurostrongilose felina e ja tém sido

utilizados e reportados como eficazes. O febendazol mostrou-se eficaz quando administrado durante
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trés dias a 50 mg/kg, em formulaces orais (TAYLOR, M. A.; COOP, 2017). Ivermectina 0,4 mg/kg
repetindo o tratamento dentro 1-2 dias também demonstrou eficacia (KIRKPATRICK;
MEGELLA, 1987; FERREIRA; DE SOUZA DANTAS; LABARTHE, 2007).

Foi avaliada e relatada a eficacia e seguranca de dois antiparasitarios, um contendo
imidaclopride a 10% e moxidectina a 1% (TRAVERSA et al., 2009b) e outro com emodepside a 2,1%
e praziquantel a 8,6% (TRAVERSA et al., 2009a), administrados em dose Unica, os quais demonstraram

ser seguros ¢ eficazes no tratamento de gatos infectados naturalmente por A. abstrusus.

Estudos recentes indicam que uma Unica administracdo do fipronil em combinacgdo
topica com (S)-methoprene, eprinomectina e praziquantel € eficaz e segura para o tratamento
de infeccBes por A. abstrusus e/ou Troglostrongylus brevior em gatos que vivem em condicdes
de campo (GIANNELLI et al., 2015b).

Os protocolos de tratamento a base de vermifugacdo para A. abstrusus sao considerados
eficientes em casos leves a moderados. Entretanto, nos casos graves sera necessario um controle
adequado da inflamacéo e das complicacdes associadas, para melhorar o prognostico geral da
doenca. Portanto, em casos clinicos graves sera necessario tratamento de suporte, por exemplo,
em casos com infeccdo bacteriana secundaria e reacGes inflamatorias, antibidticos de amplo
espectro devem ser administrados juntamente com doses anti-inflamatérias (ELSHEIKHA et
al., 2016).

Geralmente, ao final do tratamento ¢ recomendado a realizagao do teste de Baermann,
com amostras de trés dias consecutivos, para garantir o término da excrecdo de larvas (TAYLOR,
M. A.; COOP, 2017).

3.7 Prevencéo e Controle

O controle e erradicacdo do A. abstrusus e muito pouco provavel, pois o parasito possui
muitos reservatorios e esta presente em varios hospedeiros intermediarios e ainda, em muitos
gatos selvagens e outros de vida livre em zonas rurais ou em zona urbana. Além disso, 0 habito
de caca dos felinos facilita o contato com os hospedeiros intermediarios e paraténicos
(TAYLOR, M. A.; COOP, 2017).
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O controle dos hospedeiros intermediarios (gastropodes), por meio de lesmicida para
reduzir o numero de lesmas e caracois deve ser criterioso, porque eles podem ser tdxicos para
animais de estimacéo, e para 0 meio ambiente. Embora haja produtos seguros para animais de
estimacao, tais tratamentos podem ter pouca eficécia no controle da aelurostrongilose devido a
migracdo continua de lesmas. Assim, o monitoramento dos gatos por meio de exames
coproparasitoldgicos, principalmente o Baermann e o tratamento dos animais parasitados, sdo

a principal forma de controle e prevencdo da doenca (ELSHEIKHA et al., 2016).



4 MATERIAL E METODO

4.1 Local do Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Araguaina, situado na regido norte do estado do
Tocantins, a 7°11°26°” de latitude sul e 48°12°28”* de longitude oeste. O municipio possui uma
extensdo territorial de 4000,4 Km2, altitude de 236m e o clima é do tipo clima Tropical Umido,
com temperatura média de 26° C. O numero de habitantes era de 150.484 (IBGE, 2010), e uma
populacéo estimada para 2020 em 183.381 (IBGE, 2020).

4.2 Os Animais

Para investigacdo de alteragGes decorrentes do parasitismo por A. abstrusus em gatos
domésticos (Felis silvestris catus), foram examinadas amostras dos pulmdes coletadas de 62
carcacas de gatos domésticos machos e fémeas, de diferentes idades, oriunda do Centro de
Controle de Zoonoses de Araguaina ou de animais atendidos em clinicas veterinarias e que
foram submetidos a eutanasia por indicag&o clinica ou que vierem a 6bito, no periodo de 2015
a 2019. As carcacas foram doadas para o Laboratério de Parasitologia da Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Araguaina, (UFT), através de assinatura de termo de

doacao.

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais da Universidade
Federal do Tocantins sob o processo CEUA -UFT n° 23101.001759/2016-42. A eutanasia dos
animais, quando indicada, foi realiza em cada instituicdo doadora da carcaga, seguindo as
normas éticas recomendadas pelo Guia Brasileiro de Boas Praticas para a Eutanasia de Animais
(CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA - CFMV, 2012).

Para a detec¢éo do parasitismo por A. abstrusus por meio de exame coproparasitolégico,
210 amostras fecais dos gatos foram obtidas de animais atendidos em clinicas veterinarias da
cidade, pelos mais diversos motivos, entre esses, animais que foram realizar castragéo,
internagbes por trauma, ou ainda qualquer outro tipo de doenga com ou sem sintomas

respiratorios, e também encaminhadas para analise no laboratorio de parasitologia pelos tutores
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dos animais que se pospuseram a participar do estudo e ainda coletada diretamente do reto dos

animais necropsiados e posteriormente examinadas no laboratorio de parasitologia.

4.3 Avaliacéo da sensibilidade e especificidade dos métodos de diagnostico

Foram realizadas trés técnicas coproparasitologico para pesquisa do parasita nas fezes.
O exame direto por esfregaco; método de Baermann, e método de Faust (flutuacdo em sulfato
de zinco a 33%). Este ultimos também foi realizado nos animais das amostras histoldgica, pois
todos os animais submetidos a necropsia foram examinados no neste método. As trés técnicas

foram realizadas seguindo os protocolos descritos por Sloss, Zajac e Kemp (1999).

A identificacdo das larvas de primeiro estagio foi realizada por meio de exame
microscopico e da observacdo de caracteristicas morfométrica descritas para larvas de A.
abstrusus, que possui uma cauda em forma de S e presenca de espinho subterminal em forma
de dedo, diferenciando-se de outros helmintos metastrongyloidea (TRAVERSA et al., 2008a;
TRAVERSA,; DI CESARE; CONBOQOY, 2010; BRIANTI et al., 2012; BRIANTI et al., 2013
BRIANTI et al., 2014; GIANNELLI et al., 2017).

As 62 amostras de tecidos foram submetidas a processamento histoldgico de rotina, e
posterior emblocagem em parafina histologica, em seguida foram realizadas as leituras das
laminas por meio de microscopia para a pesquisa do parasita e das suas formas de

desenvolvimento.

A sensibilidade e especificidade dos testes coproparasitologicos e histopatologico foram
avaliadas por meio do teste Kappa observando o grau de concordancia entre eles. O método de
Baermann é considerado o teste padrdo ouro para o diagndstico A. abstrusus, portanto foi
utilizado para comparar a sensibilidade, especificidade e concordancia entre 0s métodos

coproparasitologicos empregados neste estudo.
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4.4 Diagnostico do Aelurostrongylus abstrusus por histopatologia e avaliacéo

anatomopatologica da pneumonia por A. abstrusus no pulmao de gatos

Durante a necropsia de cada um dos animais, o pulméo foi recolhido e transferido para
placa de Petri para verificar a presenca de alteracdes macroscopicas. De cada pulméo foram
extraidas amostras de um lobo pulmonar, da regido que apresentasse alteracdes macroscopicas,
em animais sem alteragdes a lobo foi selecionado aleatoriamente. De cada lobo foram obtidos
3 fragmentos de aproximadamente 0,5 cm de espessura, em corte transversal para a investigagéo

da presenca do parasito.

Cada fragmento foi fixado em formalina tamponada a 10% por no minimo 24 h e entdo
transferidos para alcool 70%, onde foram mantidos até preparacdo. As amostras foram
submetidas a processamento histoldgico de rotina, que consistiu na desidratacdo em
concentracOes crescentes de alcool a partir de alcool a 70% até o alcool absoluto; diafanizacdo

em xilol; inclusdo em parafina liquida a 60 ° C e posterior emblocagem em parafina histolégica.

De cada bloco foram obtidas fatias de 5 pm em micrétomo rotativo, que foram
depositados em lamina e posteriormente corados por hematoxilina eosina (HE). As amostras

coradas foram montadas com laminulas.

A avaliacdo histologica foi realizada em microscopio de luz com cémera digital
acoplada. Foram fotografados 10 campos em objetiva de 40x de cada um dos trés fragmentos
do lobo examinado, totalizando trinta campos de cada animal. A avaliagdo morfométrica dos
ovos e das lesdes foi realizada por meio do programa "ImageJ " na versao do ImageJ 1.53e Java
1 8.0. Cada imagem gerou um arquivo com 2048 x 1536 pixels, que foi calibrado para unidade
de medida em micrometros, resultando em campos fotograficos de 325,08 x 243,83um na

objetiva de 40x, posteriormente avaliagdo estatistica.

Os campos fotografados foram avaliados quanto a presenca e 0 estadgio de
desenvolvimento do parasito (ovo, larva e adulto). A avaliacdo das lesdes presentes foram
avaliadas qualitativa e quantitativamente segundo metodologia proposta por Bernet et al.,
(1999) com algumas adaptacdes. Resumidamente, cada alteracao foi avaliada por meio de um
escore com Valor de Pontuacéo (VP) que variou de 0 a 4, dependendo do grau e da extenséo da
alteracdo: (0) inalterada; (1) ocorréncia minima; (2) ocorréncia leve; (3) ocorréncia moderada;

e (4) ocorréncia grave ou difusa. Em seguida cada lesdo foi separada de acordo com o padrao
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de reacdo (Pr) da seguinte forma: (Prl) distarbios circulatérios, resultante de uma condicdo
patoldgica do fluxo sanguineo e do fluido dos tecidos como: hemorragia hiperemia aneurisma
e edema intersticiais; (Pr2) mudancas regressivas, processos que terminam em uma reducao
funcional ou perda do 6rgao, como altera¢des estruturais, atrofia, depdsitos, necrose, etc.; (Pr3)
mudancas progressivas, processos que levam a um aumento da atividade das células ou tecidos
como as hipertrofias e hiperplasias; (Pr4) mudancas inflamatorias, restritas aos processos de
inflamacdo como os infiltrados e os exsudato inflamatério e (Pr5) as alteracdes neoplasicas.
Para cada alteracdo, dentro do seu padrdo de reag&o, foi atribuido um Fator de Importancia (FI)
que variou de 1 a 3 de acordo com a reversibilidade do dano: 1- leve, se a lesdo é facilmente
reversivel quando a causa for eliminada; 2-moderada, quando a lesdo é reversivel na maioria
dos casos se o estressor for neutralizado; e 3-grave a lesdo geralmente € irreversivel, levando a
perda parcial ou total da funcdo do 6rgdo. O indice de alteragdo individual (lar) foi determinado
multiplicando 0 “VP” pelo “FI” e o indice do 6rg&o (lorg) foi determinado pela soma de (lar) para

cada animal (I org = I art).

4.5 Investigacao de fatores associados a ocorréncia de A. abstrusus

Para investigacdo da associacdo entre a ocorréncia de A. abstrusus e caracteristicas
individuais e clinicas dos animais, foram analisadas variaveis como sexo, idade, estilo de vida
do gato, e sinais clinicas respiratérios observados. As informacdes foram registradas em uma
ficha de investigacdo e utilizadas para formar um banco de dados, ao qual foi acrescentado os

resultados dos exames coproparasitoldgicos e exame histopatoldgico.

Os animais foram classificados quanto a idade: até 12 meses (animal jovem) e acima 12
meses (animal adulto); sexo (machos e fémeas); estilo de vida (errante ou domiciliado). Foram
considerados como errantes animais em situacdo de abandono ou recém resgatados, e

domiciliados os animais que possuiam cuidados de um tutor.

4.6 Analise Estatistica

Todos os dados foram consolidados em uma planilha do programa Excel e analisados

por meio dos programas Excel e Epi-Info™ versdo 7.2.4.0. A avaliagdo dos métodos de
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diagnostico quanto a sensibilidade e especificidade e célculo do indice Kappa foi realizada
utilizando a funcgéo triagem do programa OpenEpi (SULLIVAN; DEAN; MINN, 2009).

A associagOes entre a positividade para A. abstrusus e as caracteristicas dos animais
foram avaliadas por meio do teste Qui-quadrado (¥2) ou Exato de Fisher com nivel de
significancia de 5%.

Para avaliar o indice do 6rgdo entre animais positivos e negativos o teste de Shapiro
Will foi aplicado para testar a normalidade dos dados e em seguida o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para amostras independentes com nivel de significancia de 5%, que foram

calculados por meio do Excel com o suplemento Real Statistic (ZAIONTZ, 2020).



5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populacédo de gatos estudada

Dentre os gatos examinados 41,90% (88) eram machos e 58,09% (122) fémeas, com
idades entre 2 e 120 meses (média de 15,26 meses), 96,66% (203) possuia pelo curto e 3,34%
(7) pelo longo, 97,14% (204) eram sem raga definida (SRD) e 2,85 % (6) da raca Siamés.
Quanto ao habitat, 23,33% (49) dos gatos eram errantes e 76,67% (160) eram domiciliados.
Todos os animais examinados possuiam algum tipo de acesso a ambientes ao ar livre, como

quintais, jardins e alguns até mesmo rua.

5.2 Frequéncia de A. Abstrusus e sensibilidade e especificidade dos métodos de diagndstico

Das 210 amostras de fezes avaliadas, a larva de A. abstrusus (Figura 2) foi encontrada
em 8,10% (17/210) das amostras de gatos do municipio de Araguaina.

Figura 2 — Fotomicrografia de Aelurostrongylus abstrusus encontrados em exame
coproparasitologico de gatos de Araguaina, Tocantins.

Fonte: Arquivo do autor, 2021

A Larva L1 dos Aelurostrongylus abstrusus encontrada nas fezes, a seta destaca a cauda em forma de S com
projecdo em forma de dedo (Barra de escala 50pm). B Larva L1 de Aelurostrongylus abstrusus, seta curva destaca
a cauda em forma de S e seta reta destaca o formato da cabeca com terminagdo arredondada (Barra de escala
50um). Fonte: Arquivo do autor, 2021.
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A maior frequéncia de positivos foi obtida no grupo de animais avaliados por método
histopatologico, 20,97% (13/62). As amostras analisadas pelo método de Baerman
apresentaram 8,10% (17/210) de positividade e a menor frequéncia de positivos 0,87% (2/210)

foi observada utilizando o exame direto (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncia de Aelurostrongylus abstrusus em gatos domésticos de Araguaina - TO,
segundo o método de diagnostico.

Método diagndstico Positivo  Negativo % TOTAL IC
Histopatologia 13 49 20,97 62 12,19-32,4
Método Baerman 17 193 8,10 210 4,79-12,64
Método Faust 15 195 7,14 210 4,42-12,08
Método Direto 1 209 0,87 210 0,01-2,62

Fonte: elaborado pelo autor IC= Intervalo de confianga de 95%.

Somente em 19 animais utilizados no estudo histopatoldgico do pulméo foi possivel
realizar o método de Baerman, isto porque este exame exige que as fezes sejam examinadas
frescas para que seja possivel a migracdo das larvas no liquido a ser examinado, o que néo foi
possivel nas amostras coletadas no periodo de 2015 a 2017. No entanto observou-se 100% de
concordancia nos resultados do método de Baerman e o exame histopatoldgico (Tabela 3) nas

amostras analisadas, obtendo-se valor de Kappa=1, considerada concordancia perfeita.

Tabela 3 — Concordancia entre 0 método de exame histopatologico de pulmdo e o
coproparasitologico de Baerman no diagnostico de Aelurostrongylus abstrusus.

Metodos Baerman  Sensibilidade Especificidade Kappa (IC)
+ - %(IC) %(IC)
Histoldgico 100 (65,7- 96,7) 100 (9,99 - 100) 1,0 (0,77-1,04)
+ 3 0
- 0 16

Fonte: elaborado pelo autor - IC= Intervalo de confianca de 95%.

Na tabela 4, estdo apresentados os resultados, observa-se melhores resultados

utilizando-se 0o método de Flutuacdo em zinco, que apresentou sensibilidade de 88,2%,
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especificidade de 99,5% e coeficiente Kappa=0,9, que representa uma concordancia boa entre

0S métodos.

Tabela 4 — Sensibilidade e especificidade de métodos coproparasitoldgicos utilizados no
diagndstico de infeccdo por Aelurostrongylus abstrusus em gatos domésticos de Araguaina-

TO.
Métodos Baerman  Sensibilidade Especificidade Kappa (IC)
%(IC) %(IC)
+ -
Flutuacdo em
zinco
+ 15 0  88,2(65,7- 96,7) 99,5(97,1-99,9) 0,9 (0,77-1,04)
- 2 193
Exame direto
de Fezes
+ 1 0 5,9 (1,0- 27,0) 100 (98,05- 100) 0,1 (0,04-0,16)
- 16 193

Fonte: elaborado pelo autor IC= Intervalo de confianca de 95%.

5.3 — Fatores associados a ocorréncia de A. abstrusus

O resultado do teste de associacdo entre a ocorréncia de A. abstrusus e caracteristicas

individuais e as condi¢cdes de moradia dos gatos estd demonstrado na tabela 5, onde verifica-se

gue animais errantes tiveram 5,5 vezes mais risco de infec¢do (P<0,001). Constatou-se neste

levantamento que entre os gatos que manifestaram sinal clinico respiratorio o espirro estava

presente 5,77 mais vezes em gatos com infecc¢do por A. abstrusus (P=0,005).
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Tabela 5 — Analise univariada de fatores associados a ocorréncia de infeccdo por A. abstrusus
em gatos domésticos da cidade de Araguaina, Tocantins, 2020.

Variavel Positivo %  Negativo % OR (1C) P
Sexo Fémeas 14 11,29 110 88,71 3,61(0,96-20,09) 0,068
Machos 3 3,45 85 96,51 1
Idade <12 meses 13 9,35 126 90,65 3,52(1,66-4,90) 0,068
>12 meses 4 5,63 67 94,37 1
Habitat Errantes 10* 20,41 39 79,59 5,50(2,29-13,21) 0,00002
Domiciliados 7 4,35 154 95,65 1

Apresentaram
espirro sim 5* 217,78 13 72,22 5,77 (1,73-18,87) 0,005
nao 12 6,25 180 93,75 1

Fonte: elaborado pelo autor - Qui quadrado IC= Intervalo de confianga de 95%. - Exato de Fisher - * Diferenca significativa

5.4 Avaliacdo morfoldgica dos pulmdes dos gatos parasitados por Aelurostrongylus

abstrusus

Na avaliacdo macroscopica dos pulmdes de gatos parasitados, a principal alteracéo
observada foi a presenca de nddulos firmes focais ou multifocais. A coloracdo variando de
branco a amarelo esbranquicado ou acinzentado, com variados tamanhos 0,5 a 4 mm,
projetando-se na superficie pulmonar (Figura 3). Observou-se maior quantidade de nédulos
foram encontrados em todos os lobos pulmonares. Quando seccionados, estes nddulos possuiam

natureza caseosa.

Em um animal constatou-se presenca de extensas areas de hiperemia, intercaladas por

areas nao congestas ou enfisematosas na superficie pulmonar (Figura 4).
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Figura 3 — Fotografia de pulmdo de gato de Araguaina parasitado por Aelurostrongylus
abstrusus, apresentando nddulos esbranquicados coalescentes projetado na superficie pulmonar
(seta larga). (Barra de escala 1cm).

Fonte: Arquivo do autor, 2021.

Figura 4 — Pulmao de gato de Araguaina-TO parasitado por Aelurostrongylus abstrusus,
apresentando extensas areas irregulares esbranquicadas ao longo de um lobo (seta larga) que se
distribuem como estrias palidas e irregulares (seta fina). Barra de escala 1cm

Fonte: Arquivo do autor, 2021.
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Na avaliagcdo histolégica do pulmdo de gatos positivos, foram observadas formas
classicas da aelurostrongilose felina, com a presenca de ovos em diferentes estagios de
desenvolvimento, morulados e larvados, larvas e adultos, localizados em alvéolos e ductos
alveolares (Figuras 5).

Figura 5 — Fotomicrografias apresentando vérias fases do Aelurostrongylus abstrusus em
pulmdes de gatos.

Fonte: Arquivo do autor, 2021.

A — Area proxima ao bronquio com varios estagios dos ovos de A. abstrusus (seta larga), na luz do bronquio
é possivel visualizar uma larva circundada por exsudato (cabega seta) barra de escala 100um. B — Regido
com muitos ovos circundado por muitas células de defesa (seta escura) e presenca de larvas (seta branca)
barra de escala 50 pm C — Ovos de A. abstrusus (cabega de seta), ovo em fase de formacéo de larva (seta
preta) barra de escala 50 pm. D — Local com muitos ovos em estégio inicial de desenvolvimentos (seta
escura) barra de escala 50 um. E — Cortes do A. abstrusus na fase adulta em area alveolar de animal positivo
barra de escala 100 um F — Cortes do parasito adulto no parénquima pulmonar. Barra de escala 100 um.
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Foram medidos 1.109 ovos morulados ou larvados. O diametro dos ovos mensurados
variou de 55 a 85um por 28 e 72um com média de 68,74um £ 5,72 um por 52,07 um + 8,09.
O parasito adulto foi observado no parénquima pulmonar e nos alvéolos (Figura 5) em seis

gatos. Aglomerados de ovos foram visualizados em alvéolos subpleurais.

O numero total e médio de ovos encontrado nos 30 campos observados de cada animal
e o indice do 6rgdo obtido na avaliacdo histoldgica esta demonstrados na tabela 6. O teste de
correlacdo de Person resultou em correlacdo desprezivel entre as duas variaveis (r=0,0833)
(Figura 6). indicando que mesmo animais com menor quantidade de ovos podem apresentar

alteracdes significativas no parénquima pulmonar.

A frequéncia das alteracdes histopatoldgicos encontradas neste levantamento, de acordo
com a classificacdo do padrdo de reacdo e do fator de importancia para cada alteracdo esta
disposta na tabela 7. Observou-se principalmente a presenca de hipertrofia da musculatura lisa
dos ductos, septos alveolares e bronquiolos e infiltrados inflamatérios eosinofilicos e

linfocitario.

Tabela 6 — Quantidade, valor médio de ovos e valor do indice de alteracdo do 6rgao observados
nos exames histopatoldgicos de gatos positivos para Aelurostrongylus abstrusus.

Identificacéo dos Gatos Total de ovos Média lorg
G10 20 0,66 117
G14 207 6,9 107
G16 129 4,3 214
G21 118 3,93 167
G22 7 0,23 112
G30 369 12,3 139
G47 58 1,93 106
G48 96 3,2 86
G49 85 2,83 213
G50 57 19 136

MRO05 99 99 110
MRO09 200 3,3 124
MR12 176 5,86 144
Total 1622 146,34 1775
Média 115,79 11,25 136,54

Fonte: Elabora pelo autor
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Figura 6 — Diagrama de dispersdo do nimero de ovos de A. abstrusus em relacdo ao indice de
alteracdo do 6rgdo em pulmao de gatos domésticos (r=0,008).
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Fonte: Elabora pelo autor

Infiltrado inflamatorio foi observado principalmente ao redor dos ovos e larvas,
estendendo-se para o tecido intersticial dos alvéolos e constituidos principalmente de
eosinofilico e linfocitario (Figura 5). Tecido linfoide associado a mucosa brénquica (BALT)

aumentado foi observado nos brénquios.

A presencga de infiltrado inflamatorio também foi observada ao redor das artérias
pulmonares, especialmente nas areas mais afetadas pela presenca de ovos. Nessas regides as
artérias pulmonares apresentaram espessamento acentuado da parede muscular. O
espessamento da camada muscular também foi observado nos bronquiolos, dutos e septos

alveolares em todos os gatos positivos (Figuras 7 e 8).

A frequéncia das lesbes histoldgicas observadas neste levantamento estd disposta na
tabela 7, onde verifica-se também a classificacdo segundo o padrdo de reacdo e o fator de
importancia para cada alteracdo. Apresentaram maior frequéncia nos animais positivos foi a
hipertrofia da musculatura lisa dos ductos e septos alveolares, hipertrofia e hiperplasia da
musculatura das artérias e infiltrados inflamatdrios eosinofilicos e infiltrado linfocitario nos

animais positivos para A. abstrusus (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 — Lesbes histologicas observadas, em pulmfes de gatos positivos para
Aelurostrongylus abstrusus

Fonte: Arquivo do autor, 2021.

A — Campo com varias alteracdes causada pelo A. abstrusus: hiperplasia e hipertrofia dos muasculos das
artérias (cabeca de seta); infiltrado inflamatdrio linfocitario (seta branca) e exsudato inflamatério na luz dos
bronquiolos (seta fina) barra de escala 100 um. B — Exsudato inflamatdrio na luz do bronquiolo com a maioria
de eosindfilos (seta fina) barra de escala 50 um. C — Artéria com hipertrofia da camada muscular média (seta
preta) e luz da ateria diminuida (seta branca), barra de escala 50 pm. D — Luz do bronquiolo ampliada em OB
100 vezes, apresentando eosindfilos (seta branca) barra de escala 20 pm. E — Campo com varios ovos e com
infiltrado inflamatdrio linfocitario (seta preta), barra de escala 100 um. D — Area ao redor de uma arteriola,
apresentando infiltrado inflamatério linfocitario (seta preta) barra de escala 20 pum.
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Tabela 7 — Frequéncias dos principais achados histopatoldgicos encontradas em pulmdes de
gatos com o respectivo fator de importancia.

x Fator de . .
Padréo de Alteracio (alt) Importanc Positivo Negativo
Reagdo (Pr) ¢ ig 1) 16(100%)  46(100%)
(Pr 1)Z
disturbios Hiperemia 1 2 (12,5%) 0 (0%)
circulatorios
(Pr 2)Z
alteracdes Septo alveolar rompido 1 12(75%) 3 (6,52%)
regressivas
Hipertrofia muscular no o o
ducto/septo 1 16(100%) 41 (89,13%)
(Pra): Hipertrofia muscular nos
0 0,
mudangas bronguiolos 1 12 (75%) 21 (45,65%)
rogressivas i i i i
prog Hlpert,rofla e Hlperplgs_la nos 3 13(81,25%) 5 (10.87%)
musculos das artérias
Hiperplasia glandular 3 3 (18,75%) 0 (0%)
Espessamentsoe r|)r'::‘)lamator|o do 1 16 (100%) 40 (86.95%)
. Exsudado inflamatério na luz do 0 0
_ (Pr 4).~ Bronquiolos 2 5 (31,25%) 8 (17,39%)
inflamacéo . o
Infiltrado eosinofilico 2 14(87,5%) 7 (15,21%)
Infiltrado linfocitario 2 15(93,75%) 21 (45,65%)

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 8 — Comparativo de area alveolar normal com area alveolar com musculatura lisa
espessada em gato positivo para A. abstrusus

Fonte: Arquivo do autor, 2021.

A — area alveolar dentro de padrées normalmente observado B- Regido alveolar préximo ao local com
Aelurostrongylus. abstrusus apresentando extensa area de septos alveolares com musculatura lisa espessada.
Barra de escala 100 um
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A tabela 8 apresenta a mediana dos Indicie de alteracdo individual o (lar) atribuido a
cada leséo encontrada. O (lat ) foi obtido por meio da multiplicagdo do valor de pontuagéo de
cada leséo por seu respectivo fator de importancia segundo Bernet et al., (1999), sendo possivel

calcular posteriormente (lorg) individual.

Tabela 8— Demonstrativo da quantidade e da qualidade das lesbes segundo o indice de alteragéo
individual (lar) dos gatos negativos e positivos para Aelurostrongylus abstrusus.

Gatos Examinados

Fator
Principais Alteractes . .
Histopatologica importancia Positivo Negativo
. Mediana IRQ Mediana IRQ Valor (P)
da Leséo

Septo Alv. Rompido

1 1* 1 0 0 (P<0,005)
Espessamento
inflamatdrio do septo 1
alveolar 16,44* 8 5 6 (P<0,001)
Espessamento do
musculo liso no septo 1 26* 14 7 10 (P<0,001)
Hipertrofia do musculo
nos bronquiolos 1 % 4 0 2 (P<0,015)
Hipertrofia e hiperplasia
do mdasculo liso nas 3
artérias 6* 9 0 0 (P<0,001)
Hipertrofia e hiperplasia
glandular nos brénquios 3 0 0 0 0 (P<0,350)
Células multinucleadas
gigantes 1 0 0 0 0 (P<0,280)
Exsudato inflamatorio
em brénquios e 2
bronquiolos 0 4 0 0 (P<0,370)
Infiltrado eosinofilico

2 23* 39 0 0 (P<0,001)
Infiltrado linfocitario

2 29* 17 0 4 (P<0,001)

Fonte: elaborado pelo autor *Apresentaram medianas com diferencas significativas em relacdo aos animais negativos no teste U de Mann-
Whitney para duas amostras independentes -1C= Intervalo de confianca de 95%. - IRQ= Intervalo interquartil.
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A comparagdo do (lorg) entre animais positivos e negativos para A. abstrusus estdo
demostrados na figura 9, onde observa-se que 0s gatos positivos apresentaram mediana dos
(lorg) 1145 e intervalo interquartil (IRQ) 39,25 e os negativos (lorg) 15,5 e (IRQ) 19,25, com (P
<0,001).

Figura 9 — Valor de mediana do indice histopatolégico do Orgéo (lorg) de pulméo de gato
positivos e negativos para Aelurostrongylus abstrusus.

140
120 114,5 *
100
80
60

40

20 15,5

: I

lorg P lorg N

Fonte: Elaborado pelo autor * Diferenca significativa em relacéo aos animais negativos p<0,001) no teste U de Mann-Whitney



6 DISCUSSAO

A frequéncia de infeccdo observada neste levantamento por meio de investigacéo
coproparasitologica (8,10%) € maior que a registrada por Ramos et al. (2013), em gatos
domeésticos no estado do Mato Grosso do Sul (1,37%) e menor que a observada por Ehlers,
Mattos e Marques (2009), na regido Sul, que foi de (29,5%).

Considerando apenas o resultado do exame histopatoldgico, a frequéncia de positividade
(20,97%) foi semelhante a observada no estudo de Headley (2005), que encontrou 18,2% de
positivos em 204 gatos necropsiados no periodo de 1987 a 1996 na regido Sul do Brasil. Menor
frequéncia foi relatada por Pereira et al., (2017), em 37 animais necropsiados também no sul do
Brasil (1,5%). A maior frequéncia de positividade no exame histopatologico pode ser justificada
por esta técnica demonstrar o nematodeo diretamente no pulmé&o, onde é possivel visualizar as
formas de desenvolvimento mesmo no periodo subpatente, em que ndo ha eliminagdo de ovos

para as fezes.

Varios relatos na literatura registram diferencas entre as taxas de prevaléncia e
frequéncia dentro de um mesmo pais, com na Australia, que tem registro de prevaléncia de 14
a 39,2 % descritos em diferentes regides (COMAN; JONES; DRIESEN, 1981). Nos EUA, as
taxas de prevaléncia de 6,2 % em Nova York (LUCIO-FORSTER; BOWMAN, 2011) e de 18,5
% no Alabama (WILLARD et al., 1988) foram relatadas em abrigos e gatos de rua. Ainda no
EUA, em um levantamento mais recente e com uma maior populacéo estudada, Carruth et al.
(2019), relatou 0,04% no Sul e 2,67% no nordeste do pais. Em paises europeus, onde o parasito
e amplamente estudado, também observa-se variacdo na taxa de prevaléncia, como 1,9a 17 %
na Italia (DI CESARE et al., 2015a) e 0 a 50 % na Alemanha (BARUTZKI; SCHAPER, 2003).
VariacOes também foram destacadas por Hansen et al., (2017), na Dinamarca, e Giannelli et
al. (2017), na Italia.

E possivel que as diferencas observadas sofram influéncia da qualidade e quantidade de
amostras analisadas, método de diagnostico utilizado e das caracteristicas da populacéo de gatos
estudada, além da propria caracteristica geogréfica da regido, que pode favorecer ou ndo o
desenvolvimento dos hospedeiros intermediarios. Portanto, apesar da dificil comparacéo, a
frequéncia observada neste estudo esta dentro da faixa relatada em paises onde a doenca é

endémica, sendo importante ressaltar que as condicBes climaticas da regido do Norte do
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Tocantins — Brasil, com temperatura média variando da minima de 21°C e maxima de 30°C, a
pluviosidade média anual € 1754 mm com precipitacdo anual de com média 296mm a umidade
relativa do ar elevada, no periodo chuvoso tem média de 80% e em periodos seco € média fica
em torno de 55% (“Clima Araguaina: Temperatura, Tempo e Dados climatolégicos Araguaina
- Climate-Data.org”, [s.d.]), isso é favordvel ao desenvolvimento dos hospedeiros
intermediarios (TRAVERSA; DI CESARE; CONBOY, 2010; ELSHEIKHA et al., 2016).

O método de Baermann é considerado padrdo ouro para diagndstico de verminoses
pulmonares (TRAVERSA et al.,, 2008a), e aqui observamos que demonstrou resultado
equivalente ao exame histopatoldgico, reforcando a indicacdo de inser¢do deste método na
rotina clinica veterinaria. Em varios estudos realizados no Brasil e no mundo, o método de
Baerman foi empregado, no entanto, devido as limitagfes do método como a necessidade de
realizacdo do exame com fezes frescas e sem conservantes, além da quantidade de fezes
necessaria, outros metodos de diagnostico foram empregados, sendo a flutuacdo em solucéo
saturada de sulfato de zinco a 33% (Método de Faust) a que obteve resultados satisfatorios
(SCOTT, 1973; LACORCIA et al., 2009). Neste estudo, a flutuagdo em zinco demonstrou um
bom desempenho no diagnostico de A. abstrusus, apresentando sensibilidade de 88% e
especificidade de 99% e muito boa concordancia com o Baerman (k= 0,9), podendo ser

utilizado como método alternativo para o diagndstico.

A baixa concordancia entre o exame direto e o Baerman contraindicam este método
para diagndstico de A. abstrusus. A pouca quantidade de amostra analisada, sem nenhum
método de concentracao prévio, justificam a baixa eficacia do método.

A pesquisa de fatores associados a ocorréncia de A. abstrusus em gatos resultou em
maior chance de positividade em animais errantes (OR=5,5). Estes animais tém maior contato
com ambiente natural e isto, aliado a indisponibilidade de alimento processado, geralmente
disponivel aos gatos domiciliados, aumenta a oportunidade de ingestdo do hospedeiro

intermediario ou paraténico.

Nenhuma associagdo significativa foi encontrada em relagdo a idade dos animais
infectados, o que corrobora com estudos anteriores (TRAVERSA et al., 2008; BARUTZKI;
SCHAPER, 2013). Entretanto, na Dinamarca, o risco de infec¢do por A. abstrusus foi menor

em gatos com menos de um ano em comparagdo com gatos mais velhos (HANSEN et al., 2017)



45

e em outro estudo os gatos menores de 2 anos apresentaram menor risco (GIANNELLI et al.,
2017).

Estudos realizado na Italia (TRAVERSA et al., 2008a) e no Brasil (HEADLEY, 2005)
constataram que gatos de vida livre, jovens e adultos, podem ser significativamente mais
infectados por A. abstrusus. Entretanto, na Europa Oriental gatos adultos apresentaram mais
chances de se infectarem com A. abstrusus, possivelmente porque tém maior capacidade de
caca (MIRCEAN; TITILINCU; VASILE, 2010; KNAUS et al., 2011). Assim, é possivel que a
idade dos animais tenha pouco significado no risco de infeccdo, a depender da forma de vida e

habitos dos gatos.

Nenhuma associacao foi encontrada em relacéo ao sexo dos animais, concordando com
0 que é relatado em literatura (TRAVERSA et al., 2008a; BARUTZKI; SCHAPER, 2013;
HANSEN et al., 2017).

Constatou-se neste levantamento que gatos que manifestaram como sinal clinico
respiratorio o espirro, tiveram 5,77 vezes mais chances de positividade para A. abstrusus
(P=0,005). Os espirros podem estar associados a irritacdo mecanica produzida pelos ovos e
larvas que se alojam nos alvéolos pulmonares ou devido o deslocamento das larvas pelos
sistemas respiratorio até o sistema digestdrio, via trato respiratério superior (HEADLEY,
2005).

As alteragdes anatomopatoldgica encontradas nos pulmdes dos gatos positivos deste
experimento, foram compativeis com as les@es ja descrita anteriormente em infeccdo natural
por A. abstrusus (HEADLEY, 2005; PEREIRA et al., 2017) ou em infec¢Bes experimentais
(STOCKDALE, 1970; SCHNYDER et al., 2014).

Os nodulos observados na superficie pulmonar correspondem a locais de intensa
deposicdo de ovos, acompanhado de infiltrado inflamatério caracteristico de pneumonia
granulomatosa intersticial, também descritas por (STOCKDALE, 1970; HEADLEY, 2005).

As formas parasitarias encontradas no pulmédo (ovos morulados, ovos larvados e
larvas) sdo compativeis com as descritas para A. abstrusus e podem ser diferenciadas de outros
helmintos pulmonares pela caracteristica dos ovos, a exemplo de Paragonimus kellicotti e
Eucoleus aerophilus, que possuem ovos operculados, enquanto os ovos de A. abstrusus nao

possuem opérculo. Ademais na maioria dos animais analisados na histopatologia, a larva de
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primeiro estagio foi identificada por meio de suas caracteristicas morfologicas em exame

coproparasitoldgico.

Poucos sdo os relatos referentes a mensuracdo dos ovos em analise histopatologica.
Pereira et al. (2017), descreveu ovos de aproximadamente 170 um de didmetro, diferindo do
observado neste estudo. Scofield et al., (2005), observaram na mensuracdo de 100 ovos em
andlise histolégica de um animal, a média das medidas de 83,4 + 12,9 um por 65,5 + 9,1 um,
avaliando por meio de ocular micrometrada. Em nosso estudo o diametro dos ovos variou de
55 a 85 um por 28 e 72 um com média de 68,74 um = 5,72 um por 52,07 um + 8,09, compativel
com o relatado em outras literaturas (TAYLOR, M. A.; COOP, 2017; FERREIRA DA SILVA
et al., 2005). E possivel que as diferencas observadas entre os estudos estejam relacionadas a
técnica de mensuracdo dos ovos, sendo que em nosso estudo foi utilizada mensuracdo por meio
de sistema de processamento e analise digital de imagens. E possivel ainda que ocorra retracio
no processo de conservacdo e montagem das amostras e influenciem nas diferencgas observadas

no diametro.

A visualizacdo de formas adultas de A. abstrusus no exame histopatoldgico do pulmao
é menos frequente que os ovos ou larvas (SCHNYDER et al., 2014), isto possivelmente devido
ao tamanho dos helmintos, que ocupam menor &rea do parénquima e devido a populagdo de
adultos ser proporcionalmente menor. Neste estudo, estruturas compativeis com as formas
adultas foram observadas em 40% dos animais parasitados. O exame de fragmentos de 3 regides
diferentes do lobo pulmonar pode ter contribuido para aumentar a chance de observagéo de
adultos.

O infiltrado inflamatério observado em todos os gatos parasitados deste estudo foi
formado principalmente por linfocitos, eosinéfilos e macréfagos, além de plasmacitos e
neutrofilos. Ocasionalmente, células gigantes multinucleadas foram observadas. Este é descrito
como um achado frequente na avaliacdo histoldgica de gatos com A. abstrusus (PEREIRA et
al., 2017). O predominio de linfécitos € explicado pela presenga constante do parasito no
parénquima, estimulando a reagdo dos linfocitos para producéo de IgE (SCHNYDER et al.,
2014).

Um infiltrado inflamatério granulomatoso severo foi descrito como o principal padrao
histologico observado em 57,9% dos gatos analisados por Headley (2005). Porém outros
estudos descrevem em proporcdes semelhantes o infiltrado inflamatorio variando entre discreto,
moderado e severo (PEREIRA et al., 2017; TRAVERSA et al., 2014). E possivel que a variagio
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no padrdo de reagdo inflamatoria observada nos estudos esteja relacionada a carga parasitaria
do animal, pois animais que experimentalmente foram infectados com maior nimero de larvas
apresentaram uma densa reacéo celular ao redor de ovos e larvas com pouco tecido respiratorio
(HAMILTON, 1967).

O espessamento inflamatorio do septo alveolar esteve presente em 100 % dos gatos
parasitados e, embora esta alteracdo tenha sido observada com alta frequéncia em gatos ndo
parasitados (87,75%), a analise do indice do 6rgdo demonstrou que animais parasitados
apresentaram indice de alteracdo do 6rgéo significativamente maior (P<0,001). O  parasito
em dutos alveolares e alvéolos induzem pneumonia intersticiais focal (STOCKDALE, 1970)
e a eclosdo dos ovos e migracdo da larva de primeiro estagio é considerado o principal estimulo
para inflamag&o em alvéolos, bronquiolos e artérias (MOSKVINA, 2018).

A camada média muscular das artérias estava espessada em 81,31% dos gatos positivos.
Os espessamentos, determinados por hipertrofia e hiperplasia do tecido muscular liso das
arterias, dos bronquiolos e septos alveolares, podem estar associado a resposta inflamatoria pela
presenca do parasito seus ovos e larvas (ELSHEIKHA et al., 2016). Entre as lesdes observadas
neste estudo a hiperplasia da parede das artérias é a que apresenta um grau de importancia
maior, pois tem um maior comprometimento da funcionabilidade do érgdo, devido a seu
provavel grau de persisténcia, induzindo aumento da resisténcia vascular periférica (NAYLOR,;
HAMILTON; WEATHERLEY, 1984; MILLER, M.L.; GAL, 2017).

Algumas hipdteses sobre os comprometimento das artérias e vasos também foram
descritas por Elsheikha et al., (2016) que correlaciona com ao efeito de produtos excretorios ou
secretérios do A. abstruso nos vasos, ou a resisténcia do fluxo sanguineo através do
parénquima pulmonar como consequéncia do aumento da pressdo pulmonar, e ainda
vasoconstricdo induzida por mastocitos na liberagdo de histamina, promovendo resisténcia

vascular.

O método para avaliacdo das alteracbes histopatologicas foi adaptado do método
proposto por Bernet et al., (1999), o qual utilizou uma pontuagdo para classificar o grau de
extensdo da lesdo e outra para determinar a importancia da lesdo em amostras de figado, rim e
pele de peixes. A partir destes dois indices foi calculado o indice do 6rgdo, que representa o

grau de dano ao 6rgao e, portanto, o estado de saude do érgdo. Em nosso estudo foi utilizado e
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adaptado para avaliar o pulmao, possibilitando a comparagao entre grupos positivos e negativos

para A. abstrusus.

A quantificacdo das lesBes possibilitou a avaliacao estatistica, tornando a comparagdo
mais precisa do que as simples descri¢des das alteracdes morfologicas observadas nos animais
positivos. Ressalta-se que o método proposto ndo dispensa a pericia do observador em
identificar as lesGes e pode ser considerado um método semiquantitativo porque a avaliagdo da

extensdo das lesdes ainda foi realizada de forma subjetiva, podendo ocorrer viés de observacao.

Esta metodologia foi adotada em varias pesquisas cientificas, obtendo resultados aceitos
pela comunidade cientifica (SARAIVA et al., 2015; PAULINO et al., 2020; RODRIGUES et
al., 2020), no entanto esta metodologia ¢ aplicada a 6rgdo de peixes e ndo foi encontrado registro
de adaptacdo para outras espécies animais, embora o0 autor ressalte que pode ser aplicada a
qualquer 6rgdo. Uma metodologia semelhante também ja foi empregada em pesquisa
translacional para inflamacao de pulméo (MEYERHOLZ et al., 2018).

A utilizacdo da quantificacdo das lesdes pulmonares nos casos de parasitismo por A.
abstrusus pode contribuir com dados que permitam predizer a gravidade da infestacdo e a sua

relacdo com as caracteristicas individuais e carga parasitaria.

Em nossa avaliagdo nenhuma correlacao foi observada entre o nimero de ovos presentes
e o indice do 6rgdo, indicando que o dano ao 6rgdo ocorreu independentemente da quantidade
de ovos contados. E possivel que a falta de correlagio tenha ocorrido em consequéncia da
limitada quantidade de amostras analisadas, o que pode ser elucidado com estudos abrangendo
amostras maiores. Porém, é possivel que a pneumonia ocasionada pela presenca do verme possa
desencadear danos abrangentes, atingindo areas onde as formas parasitarias ndao foram

evidenciadas.

Embora as alteracGes respiratorias em felinos possam ter como causa outros agentes
infecciosos como virus e bactérias, além de causa idiopatica (CONY et al., 2019), a comparacao
entre animais positivos e negativos para A. abstrusus demonstrou que o infiltrado inflamatorio,
espessamento inflamatério do septo alveolar, hipertrofia do musculo liso no septo alveolar e
ductos alveolares e a hipertrofia e hiperplasias da parede das artérias pulmonares foi
significativamente maior em gatos positivos. Embora ndo se tenha encontrado estudos
comparativos entre animais positivos e negativos para A. abstrusus, estas alteracdes
configuram-se como as mais frequente nas descri¢cBes histopatologicas desta verminose
(SCOTT, 1973; PEREIRA et al., 2017).
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Os dados levantados neste comparativo reforcam os registros de Hamilton (1970), que
descreveu que o espessamento dos vasos pulmonares pode ser observado em gatos de 4 a 18
semanas ap6s a infecgdo, simuntaneamente com reacgdes inflamatorias macicas que se
correlacionaram com a gravidade das lesdes arteriais, sendo que as altera¢fes inflamatorias e
hipertrofia dos ductos e dos bronquilos foram diminuidas apds 2 anos, mas a arteriopatia

permaneceu.

Aglomerados de ovos foram visualizados em alvéolos subpleurais. Nessas regides as
artérias pulmonares apresentaram espessamento de leve a acentuado da parede muscular, com
presenca de infiltrados eosinofilicos e linfocitarios (Figuras 7 e 8). A presenca de espessamento
inflamatorio e a hipertrofia e hiperplasia muscular dos dutos e septos alveolares estdo presentes
na maioria dos gatos positivos, achados que corroboram com outros relatos (STOCKDALE,
1970; HEADLEY, 2005; PEREIRA et al., 2017).

Apesar do A. abstrusus causar uma parasitose autolimitante (GRANDI et al., 2005), é
necessario o diagnostico o mais precoce possivel para o tratamento de gatos doentes em tempo
habil, para que as lesbes ndo comprometam demasiadamente o pulmao, principalmente levando
a hipertensdo arterial do pulmdo (HAMILTON, 1970; MILLER, M.L.; GAL, 2017).
Entretanto, mesmo possuindo varios métodos de diagndstico disponiveis, o maior desafio ainda

é falta de investigacdo de rotina na clinica e realizacao de tratamentos preventivos.



7 CONCLUSAO

Conclui-se neste levantamento que o A. abstrusus tem um importante significado
epidemioldgico, pois tem potencial agravo da saude felina. Nossos achados demonstram que A.
abstrusus esta presente em 8,10% dos gatos avaliados em Araguaina, e a frequéncia de infeccédo
parece variar de acordo com o estilo de vida do animal.

Esses achados sugerem que A. abstrusus deve ser considerado uma causa potencial
de doenca do trato respiratorio em gatos que apresentam manifestacdes pulmonares, incluindo
gatos com ou sem sinais respiratorios, pois, € possivel que gatos possam ser infectados e
eliminar um alto nimero de larvas nas fezes sem apresentar sinais clinicos claros. A
sensibilidade encontrada neste levantamento para 0 método de Faust indica que este pode ser
utilizado como um método alternativo no diagnostico do A. abstrusus.

A utilizacdo de uma ferramenta adaptada de avaliacdo das lesdes pulmonares, baseada
na qualificacdo e quantificacdo dos danos causados ao pulméo em animais positivos e negativos
para A. abstrusus, demonstrou-se satisfatoria, podendo contribuir para uma avaliagdo mais
precisa dos danos, considerando que propde uma quantificacdo de danos padronizada.

As lesdes histoldgicas observadas neste estudo foram caracterizadas como pneumonia
verminotica, que se ndo tratada precocemente, pode resultar em comprometimento das artérias
pulmonares. Portanto, estratégias de manejo para A. abstrusus devem ser implementadas com
0 uso de anti-helminticos preventivos, diagnoésticos aprimorados e maior conscientizacdo sobre
este parasito de felino, para que os exames diagndsticos sejam realizados como rotina na clinica
e entre os profissionais da area. Para este fim, sugere-se acdes de divulgacdo desta parasitose,
junto aos 6rgdos e organizacdes profissionais, como Conselho Federal de Medicina Veterinaria
CFMV e os Conselhos Regionais de Medicina Veterinaria CRMVs, Sociedade dos Médicos
Veterinarios e outras entidades de classe de areas afim.
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