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RESUMO

A espécie Platynosomum fastosum (sin. P. illiciens, P. concinnum), digenético da
familia Dicrocoeliidae, € um trematodeo do trato biliar de gatos domésticos e
silvestres, cuja infeccdo varia de assintomatica a letal. A prevaléncia da infeccdo pelo
trematddeo varia entre 15 e 85% em paises tropicais. No Brasil, os dados se limitam a
relatos de caso e a alguns inquéritos epidemioldgicos locais. No Ceara, ndo existem
estudos de prevaléncia sobre esse trematddeo, mas recentemente um relato de caso foi
publicado. O objetivo deste trabalho foi conhecer a prevaléncia da infeccdo de P.
fastosum, caracterizando as principais lesGes associadas a sua patogénese, em gatos
ndo domiciliados do municipio de Maracanaul, Ceard. Foi realizado um estudo
epidemio-patoldgico, transversal e analitico, sobre a infeccdo de P. fastosum em uma
amostra de gatos (Felis catus) capturados pelo Centro de Controle de Zoonoses da
cidade de Maracanad, durante o periodo de Maio/2014 a Maio/2015. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFC, sob o n° 40/2014.
Conforme céalculo amostral e apds triagem, 141 gatos foram submetidos a eutanésia
por métodos éticos (CFMV, 2012) e submetidos a necrdpsia. Foram colhidos o figado
e a vesicula biliar para recuperacdo de trematddeos e analise histopatoldgica. A
prevaléncia observada foi de 42,5% (60/141, 1C95% = 34,2 — 50,9). A carga
parasitaria recuperada variou de 1 a 219. Nao houve diferenca de prevaléncia entre
machos e fémeas (p>0,05), mas os adultos foram mais infectados do que 0s jovens
(p<0,00001). O risco de colangites foi trés vezes maior nos infectados (RP=3,23;
1C95%=2,01-5,07; p<0,00001). Os infiltrados mononucleares foram os achados mais
frequentes e significativos, e o colédoco foi o0 6rgdo mais afetado. Foram detectados
43,1% (25/58) de colangites cronicas nos infectados. Fibrose, inflamacéo, hiperplasias
glandular e mucosa tiveram diferenca significativa no colédoco de animais infectados
(p<0,01). Lesdes microscopicas consideradas precursoras de colangiocarcinoma foram
detectadas, mas nenhum tumor foi diagnosticado. Desta forma, observou-se que P.
fastosum ocorre em prevaléncia moderada em gatos ndo domiciliados de Maracanad,
Ceara. Plano de controle da infecgé@o deve ser estruturado por equipe multidisciplinar,
avaliando aspectos sanitarios e ecologicos.

Palavras-chave: Gatos; Colangite; Trematodeos



ABSTRACT

Platynosomum fastosum (sin. P. illiciens, P. concinnum) is a digenean trematode of
the family Dicrocoeliidae, that inhabits biliary tract of domestic and wild cats, whose
infection goes from assymptomatic to letal. The prevalence of this trematode varies
from 15 to 85% in tropical countries. In Brazil, available data is limited to case reports
and few local epidemiological surveys. In Ceard, it was never performed an
epidemiological survey, but a case report was recently published. The objective of this
study was to calculate the prevalence of the P. fastosum infection, characterizing the
main lesions associated to its pathogenesis, in free roaming cats in the municipality of
Maracanau, Ceara. It was performed an epidemiological pathological analitical cross-
sectional survey about the P. fastosum infection in a sample of cats, received or
captured by the Zoonosis Control Office of Maracanal, between May/2014 and
May/2015. This study was approved by the Animal Ethics Comitée of UFC
(#40/2014). In a probabilist sample, 141 screened cats were euthanized by approved
injection (CFMV, 2012) and submitted to necropsy. Livers and gallbladders were
collected to recover trematodes and perform histopathology. Observed prevalence was
42,5% (60/141, 1C95%=34,2 — 50,9). Fluke burden varied from 1 to 219. It was
observed no difference in prevalence between males and females (p>0,05), but the
adults were more frequently infected than the young ones (p<0,00001). Risk of
cholangitis was at least three fold greater in infected ones (RP=3,23; 1C95%=2,01-
5,07; p<0,00001). Mononuclear infiltrates were the most frequent and significant
findings, and the choledoco was the most affected site. Fibrosis, inflammation,
glandular and mucosae hyperplasias were significantly different in choledocos of
infected ones (p<0,01). Microscopic lesions considered precursors of
cholangiocarcinoma were detected but no tumor was diagnosed. In summary, P.
fastosum is present in the municipality of Maracanau, Ceara, in moderated prevalence,
in free roaming cats. Control propositions should be designed by multidisciplinar
teams, evaluating sanitary and ecological aspects.

Palavras-chave: Cats; Cholangitis; Trematodes
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1. INTRODUCAO

Dentre os parasitos de interesse médico e medico-veterinério estdo os
trematddeos, vermes platelmintos responsaveis por infec¢des alimentares em humanos
e animais, com desenvolvimento indireto, cujo ciclo complexo envolve dois ou mais
hospedeiros intermediarios (PESSOA; MARTINS, 1988; KEISER; UTZINGER,
2009; OMS, 2010).

Segundo o primeiro relatério da Organizacdo Mundial de Saude sobre
doencas tropicais negligenciadas, as trematodiases alimentares tém demonstrado
importancia crescente em salde publica, com morbidade significativa e alta letalidade
guando ndo tratadas (OMS, 2010). O reconhecimento de tais doengas vem alcancando
escala mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, uma vez que seus
agentes etiologicos vém sendo associados ao desenvolvimento de neoplasias biliares
de alta letalidade ha quase um século (WATSON-WEMYSS, 1919; NAUCK; LIANG,
1928; FLAVELL, 1981; RIM et al., 1994; SITHITHAWORN; HASWELL-ELKINS,
2003; SHIM et al., 2010; LIM, 2011).

Também possuem importancia econémica, representando até U$120
milhGes anuais em custos médicos e prejuizos financeiros para 0s seres humanos
(ANDREWS et al., 2008), além de perda de até 50% de produtividade dos rebanhos
(FITZPATRICK, 2013) das espécies bovina e ovina principalmente (HILLYER; APT,
1997; ILHA et al., 2005; KATSOULOS et al., 2011; ROJO-VASQUEZ et al., 2012).

Em relacdo aos animais de companhia, os prejuizos véo alem do impacto
sanitario e econdmico, levando em consideracdo os beneficios sociais, mentais e
fisioldgicos que os animais de companhia trazem aos seres humanos (SERPELL,
1991; BLACKSHAW, 1996; FRIEDMANN; SON, 2009). Doencas, condi¢bes
debilitantes de saude e morte em cdes, gatos e outras espécies de estimacdo podem
afetar diretamente a salde fisica e mental de seus proprietarios (WROBEL; DYE,
2003).

O trematddeo Platynosomum fastosum foi registrado pela primeira vez por
Braun, em 1901, em um felideo silvestre, e posteriormente descrito por Kossack, em
1910 (MALDONADO, 1945). Sua morfologia e biologia vém sendo estudadas desde
entdo. Trata-se de um parasita de importancia veterinaria, especialmente em gatos

domésticos, cuja informacao cientifica ainda é escassa, mesmo apds um século de seu
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registro (BASU; CHARLES, 2014). Até bem pouco tempo, seu ciclo bioldgico tinha
lacunas de compreensdo, especialmente sobre a importancia dos lagartos como
hospedeiros intermediarios (PINTO et al., 2014). Apesar dos relatos de hepatopatias
graves, sua patogenicidade foi considerada de menor importancia, quando comparada
a outros trematddeos de importancia veterinaria (MACLACHLAN; CULLEN, 1990;
CULLEN; BROWN, 2013).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia

A espécie Platynosomum fastosum (sin. P. illiciens, P. concinnum),
digenético da familia Dicrocoeliidae, € um trematodeo do trato biliar, principalmente
de gatos domeésticos e selvagens, tendo sido relatado também em aves e outras
espécies de mamiferos (RODRIGUES, 1963; ARCEO et al., 1999; BASU;
CHARLES, 2014) e que geralmente causa infeccdes assintomaticas (ANDRADE et
al., 2012).

Tabela 1 — Classificacdo taxondmica de P. fastosum

Filo Platyhelminthes

Subfilo Neodermata

Classe Trematoda Rudolphi, 1808

Subclasse  Digenea Carus, 1863

Ordem Plagiorchiida

Subordem  Plagiorchiata

Familia Dicrocoeliidae

Género Platynosomum Looss, 1907

Espécie Platynosomum fastosum Kossack, 1910

Fonte: Adaptado de ITIS (2015)

O trematodeo foi registrado pela primeira vez por Braun (1901 apud
MALDONADO, 1945), em um felideo silvestre, e nomeado de Dicrocoelium
concinnum. O género Platynosomum foi criado por Looss (1906 apud
MALDONADO, 1945), para identificar dicrocelideos de aves e mamiferos que ndo se
enquadravam nos Qéneros existentes a época (Dicrocoelium, Eurytrema e
Lyperosomum). Kossack (1910 apud MALDONADO, 1945) registrou a ocorréncia do
trematddeo em outro felideo silvestre (Felis minuta), nomeando-o Platynosomum

fastosum. Algumas diferencas morfologicas produziram controvérsias sobre a
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semelhanca entre os espécimes registrados por Braun e Kossack, gerando a sinonimia
P. concinnum, a qual nomeou o primeiro registro do trematédeo em gatos domésticos,
por Dikmans (1927 apud MALDONADO, 1945) em Porto Rico. Apos andlise e
comparacdo morfoldgica das espécies descritas, Rodrigues (1963) concluiu que varias
espeécies, dentro do género, poderiam ser consideradas uma s, e passou a recomendar
a substituicdo das diversas sinonimias por P.illiciens. Alguns anos antes, Yamaguti
(1958 apud RODRIGUES, 1963) considerou P.illiciens como parasito de aves e P.
fastosum como parasito de mamiferos, diferenca que justificou a opcdo pela
denominacdo P. fastosum por autores recentes (HEADLEY et al., 2011; BASU;

CHARLES, 2014), e consequentemente a opgéo por P. fastosum neste trabalho.

2.2. Biologia

Seu ciclo bioldgico foi descrito pela primeira vez por van Wolkenberg
(1937 apud MALDONADO, 1945), em Porto Rico, sendo reproduzido
experimentalmente poucos anos depois, confirmando os hospedeiros intermediarios
envolvidos (MALDONADO, 1945). O primeiro hospedeiro intermediario € um
molusco gastrépode terrestre da espécie Subulina octona; o segundo, o lagarto comum
da espécie Anolis cristatellus (MALDONADO, 1945). Estudos posteriores incluiram
mais um hospedeiro invertebrado ao ciclo, um isO6pode terrestre, comumente
conhecido como “tatuzinho de jardim”, como portador da metacercaria cistica
(ECKERLIN; LEIGH, 1962).

O ciclo classico reproduzido por Maldonado (1945) é descrito a seguir,
incluindo a participacdo dos isopodes, descrita por Eckerlin e Leigh (1962) e as
informacdes recentes publicadas por Pinto et al. (2014):

O gato, hospedeiro definitivo, elimina os ovos nas fezes, contaminando o
solo. O ovo, simétrico, operculado, de casca grossa, medindo cerca de 40 um x 24um,
contétm um miracidio (larva ciliada). O molusco gastropode, Subulina octona
(primeiro hospedeiro intermediario) ingere as fezes contendo ovos. Apds quinze
minutos da chegada do ovo ao trato digestorio do molusco, o miracidio eclode através
do opérculo e migra pelo tecido conjuntivo do mesmo, alojando-se na cavidade
respiratdria. Nos proximos cinco dias, o miracidio vai perder os cilios e se transformar
em esporocisto mae (uma bolsa muscular, mével, com quatro células germinativas),

dando inicio a fase assexuada da reproducéo do trematddeo. As células no esporocisto
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mée iniciam as mitoses e permanecem em divisdo pelos proximos 10-13 dias, quando
passam a se agrupar, diferenciadas por tamanho e atividade metabdlica. Dos 15-30
dias, ha um marcado crescimento do esporocisto mde, em tamanho e nimero de
células. A partir do 28° dia, comeca a liberacdo dos primeiros esporocistos filhas. Os
esporocistos filha sdo a segunda geracdo de celulas em divisdo, e sofrerdo o mesmo
processo de divisdo e crescimento que o esporocisto mée, pelas proximas semanas. Os
esporocistos filha maduros sdo estruturas organizadas, contendo células alongadas e
diferenciadas histologicamente, as cercarias. Cada esporocisto filha maduro contém 18
cercarias, que comecam a emergir do molusco gradativamente a partir do 60° dia pos-
ingestdo dos ovos, dependendo de condi¢des ideais de luz e umidade. As cercérias
maduras sdo alongadas, medindo até 235 x 88 um, com ventosas evidentes, mas
Orgdos digestorios e reprodutivos ndo desenvolvidos. As cercarias livres podem
permanecer viaveis por até 24 horas em condicdes ideais de luz e umidade, sendo
ingeridas, nesse intervalo, pelos segundos hospedeiros intermediarios, 0s isopodes
terrestres (Oniscidea/"Tatuzinhos de jardim™). No is6pode, a cercéria se converte em
metacercaria, uma forma cistica e infectante, que sera carreada por via alimentar para
0 hospedeiro paraténico (lagartos periurbanos, principalmente). Nos lagartos da
espécie Anolis cristatellus, em Porto Rico, foram observadas as metacercérias cisticas
nos ductos biliares, medindo 450 x 200 um, em abundéancia de até 300 por hospedeiro.
Ja nos Hemidactylus mabouia analisados por Pinto et al. (2014), foram observadas
metacercarias excistadas, em abundéancia de até 1540 larvas por lagarto. Finalmente,
0s gatos, hospedeiros definitivos, se infectam ao predarem lagartos infectados por
metacercarias. Apos poucas horas da ingestdo, a metacercéria excista e migra da papila
duodenal maior para o ducto biliar comum. Nos gatos, os trematddeos atingem a
maturidade e iniciam sua reproducdo sexuada (MALDONADO, 1945; ECKERLIN;
LEIGH, 1962; FOLEY, 1994; PINTO et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1 — Ciclo de P. fastosum. HD- hospedeiro definitivo: gato doméstico; a) P. fastosum, adulto; b)
ovos embrionados; ¢) miracidio; 1° HI- 1° hospedeiro intermediario: Subulina octona; d) esporocisto
mée; e) esporocisto filha; f) esporocisto filha maduro; g) cercaria; 2°HI- 2° hospedeiro intermediario:
Is6pode; h) metacercéria encistada; HP- hospedeiro paraténico: lagarto; i) metacercéria livre.

HP

2° HI

Fonte: Adaptado de Maldonado(1945) e Pinto et al. (2014)

Embora a descricdo de Maldonado (1945) tenha consagrado o ciclo de P.
fastosum, até pouco tempo as espécies de hospedeiros intermediarios vertebrados
envolvidos em sua transmissdo no Brasil ainda ndo estavam bem definidas. Em
infeccdo experimental, Pinto et al. (2014) registraram o0s estadios do trematddeo,
confirmaram os hospedeiros invertebrados (Figura 1) e estabeleceram definitivamente
a funcdo do lagarto geconideo Hemidactylus mabouia (Figura 2) como hospedeiro
paraténico ndo obrigatorio, enfatizando seu papel preponderante na epidemiologia da
infeccdo em gatos domésticos. Em seguida, Pinto et al. (2015b) caracterizaram o
desenvolvimento do trematédeo em modelo murino, correlacionando o tamanho médio
dos trematddeos ao tempo de infeccao.

Alguns autores implicam outras classes de vertebrados como terceiros
hospedeiros intermediarios, como aves insetivoras e anfibios anuros (ARCEO et al.,
1999; BASU; CHARLES; 2014).
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O comportamento de infeccdo ndo especifico de P. fastosum em aves e
mamiferos foi evidenciado por Pinto et al. (2015a) em infeccdo experimental de

camundongos e periquitos, obtendo formas adultas morfologicamente semelhantes.

Figura 2 — Lagarto geconideo H. mabouia, hospedeiro paraténico ndo obrigatério do ciclo
bioldgico de P. fastosum.

Daniel Passos

Fonte: Daniel Passos.

2.3. Epizootiologia

A infecgdo por P. fastosum tem sido relatada em vérios paises, nas
Américas, Africa, Asia e Oceania (BASU; CHARLES, 2014).

A prevaléncia da infeccdo pelo trematodeo varia entre 15 e 85% em paises
tropicais (FOLEY, 1994), mas no Brasil € levantada pontualmente em algumas
cidades (ver Tabela 2). A maioria das publica¢cBes compreende relatos de caso clinico
e inquéritos parasitoldgicos gerais. Até este ano, a ocorréncia de P. fastosum em
Fortaleza vinha sendo detectada por médicos veterinarios na pratica profissional,
porém ndo tinha sido registrada na literatura, quando um relato de caso clinico com
manifestacdes graves em gato doméstico foi publicado por Sousa Filho et al. (2015).
Na Tabela 2, constam as publicacdes brasileiras de registro de casos e pesquisas de

prevaléncia por P. fastosum.
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Tabela 2 —Relacdo de registros de ocorréncia de infeccbes naturais por P. fastosum em gatos no Brasil,
em ordem cronoldgica de publicacéo.

Estado

RJ
RJ
SP
SP
RJ
SP
SP
SP
MG
RJ
RN
SP
BA
SP
RJ
RN
SP
SP
MG
PR
PB
SP
MT
RS
CE
BA

Relato de caso
e prevaléncia
7/22; 36%

45%
1/1
3/54; 7%
41/110; 37,27%
2/187;1,07%
3/11; 27,27%
2/138; 1,44%
20/50; 40%
24/72; 33,33%
1/1
17/60; 28,33%
1/1
171
8/13
3/3
1/1
171
2/2
7/378; 1,91%
11/348; 3,16%
171
38/146; 26,03%
1/1
1/1
171

Método diagnostico

Necrépsia
Parasitolégico fecal e Necrdpsia
Necropsia
Necrépsia
Parasitol6gico fecal
Parasitoldgico fecal e Necropsia
Parasitoldgico fecal
Necropsia
Parasitoldgico fecal
Clinico e imagem
Necrépsia
Clinico e cirdrgico
Clinico e cirargico
Parasitologia fecal e imagem
Necrépsia
Clinico e necrépsia
Parasitoldgico fecal
Necrépsia
Necrdpsia
Necropsia
Clinico e necrdpsia
Necrdpsia
Clinico e Parasitoldgico Fecal
Clinico e Biopsia
Necropsia

Autor e ano

Torres; Pinto, 1936
Langenegger; Lanzieri, 1963*
Ogassawara et al., 1980
Ogassawara et al., 1986

Ferreira et al., 1999
Gennari et al., 1999
Silva et al., 2001
Ragozo et al., 2002
Mundim et al., 2004
Saloméo et al., 2005
Ahid et al., 2005
Ishizaki et al., 2006
Sampaio et al., 2006
Xavier et al., 2007
Azevedo, 2008
Filgueira et al., 2008
Carreira et al., 2008
Farah et al., 2009
Vieira et al., 2009
Headley et al., 2011
Andrade et al., 2012
Daniel et al., 2012
Ramos et al., 2013
Michaelsen et al., 2013
Sousa Filho et al., 2015
Jesus et al., 2015

* Langenegger; Lanzieri (1963) apud Ferreira et al. (1999). Fonte: Prépria.

Natureza

Pesquisa
Pesquisa
Relato de caso
Pesquisa
Pesquisa
Pesquisa
Pesquisa
Pesquisa
Pesquisa
Pesquisa
Relato de caso
Pesquisa
Relato de caso
Relato de caso
Pesquisa
Rotina

Relato de caso
Relato de caso
Rotina
Retrospectivo
Retrospectivo
Relato de caso
Pesquisa
Relato de caso
Relato de caso
Relato de caso

O estilo de vida dos felinos afeta a prevaléncia da infeccdo (FOLEY,

1994). Em pesquisa no Rio de Janeiro, Saloméo et al. (2005) observaram diferenga

significativa de prevaléncia entre gatos domiciliados (7,1%) e de vida livre (42%).

Alguns autores associaram diferentes prevaléncias entre 0s sexos, ora maior em
machos (ARCEO et al., 1999), ora em fémeas (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2004);

porém, ndo existe um consenso geral sobre qual é mais predisposto. Gatos a partir de

dois anos de idade apresentam maiores prevaléncias da infeccdo por P. fastosum

(FOLEY, 1994; RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2004).
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2.4. Sinais clinicos

A gravidade dos sinais clinicos esta associada a carga parasitaria e ao
tempo de infeccdo do hospedeiro; em geral, a maioria das infecgdes é assintomética
(FOLEY, 1994). Taylor e Perri (1977 apud ARCEO et al., 1999) conduziram infec¢do
experimental em dois grupos de gatos com diferentes doses infectantes (Baixa dose:
<125 e Alta dose: 1000 metacercérias). Apds 21 meses de acompanhamento,
observou-se que todos os gatos infectados com a baixa dose e 40% do grupo infectado
com a alta dose se mantiveram assintomaticos, enquanto os 60% restantes do grupo
infectado por alta dose manifestaram sinais clinicos leves de inapeténcia e letargia,
num periodo de 7 a 16 meses pos-infeccdo (TAYLOR; PERRI, 1977 apud ARCEO et
al., 1999).

Em casos sintomaéticos, os primeiros sinais sdo inespecificos. Nos relatos
clinicos, inapeténcia ou anorexia sao sempre citados pelos proprietarios, seguidos por
perda de peso, ictericia (Figura 3), vomitos e desidratacdo (ZAMRII-SAAD et al.,
1984; AHID et al., 2005; SAMPAIO et al., 2006; XAVIER et al., 2007; CARREIRA
et al.,, 2008; KIM et al., 2010; HEADLEY et al.,, 2011; DANIEL et al., 2012;
MICHAELSEN et al., 2013; MONTSERIN et al., 2013). Sinais menos frequentes séo
diarreia, constipacdo e edema periférico (ZAMRII-SAAD et al., 1984; AHID et al.,
2005; KIM et al., 2010; SOUSA FILHO et al, 2015). Casos de encefalopatia hepatica,
vocalizagdo continua, taquicardia e taquipneia foram relatados em casos clinicos
graves, relacionados com colecistite grave e insuficiéncia hepatica (AHID et al., 2005;
HEADLEY et al; 2011; MONTSERIN et al., 2013). As frequéncias dos sinais clinicos

mais relatados na literatura estdo apresentadas no Grafico 1.

Figura 3 - Ictericia na mucosa ocular e palatina, decorrente de infeccdo por P. fastosum, na cidade de
Fortaleza, Ceara.

Fonte: Sousa Filho et al. (2015).
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Grafico 1 — Frequéncia dos principais sinais clinicos de infeccdo por P. fastosum citados em
publicacdes nacionais e internacionais de 1984-2013.
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Fonte: Propria.

2.5. Fisiopatologia

Colecistite, colangite cronica e doenga cistica hepética sdo relatadas como
induzidas por P. fastosum (XAVIER et al., 2007; CARREIRA et al., 2008; DANIEL
et al., 2012). Semelhante ao que ocorre nas trematodiases humanas por opistorquideos,
P. fastosum tem sido implicado também na predisposi¢do ao colangiocarcinoma em
felinos (SANTOS et al., 1981; ANDRADE et al., 2012).

A maioria das publicagdes sobre P. fastosum relata os achados patoldgicos,
mas ndo detalha os processos fisiopatoldgicos. Torres e Pinto (1936) descreveram 0s
achados patologicos em sete gatos com infec¢do natural e baixa carga parasitaria, e
discutiram a patogénese, comparando com infecgdes em ruminantes por Eurytrema
coelomaticum (Digenea: Dicrocoeliidae). Esses autores relataram que a baixa carga
causou lesdes leves, na maioria espessamento de ducto colédoco intra-hepatico e
presenca de foliculos linfoides em sua adventicia, expansdo portal por infiltrados
inflamatdrios mononucleares e deposicéo de colageno, hiperplasia glandular, e criptas
mucosas interligando os ductos principais com os ductos interlobulares. Ressaltaram

também que foram observados trematddeos adultos, mas ndo seus ovos, nos limens de
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ductos principais, e que ndo foram observados trematodeos migrando pelo parénquima
hepatico, apenas no interior do trato biliar (TORRES; PINTO, 1936).

As lesdes observadas nas infecgbes por P. fastosum em gatos sdo
semelhantes as causadas por outros trematodeos biliares, como, por exemplo,
Opisthorchis viverrini (Digenea: Plagiorchiidae) em humanos (FERREIRA et al.,
1999; ANDRADE et al., 2012). O processo fisiopatoldgico de O. viverrini sera
utilizado como modelo nesta secéo.

As principais lesbes da opistorquiase sdo semelhantes em humanos e em
animais, afetando o trato biliar, com descamacdo epitelial, hiperplasia mucosa e
glandular, metaplasia de células de Goblet, inflamacdo, fibrose periductal e formacéo
de granulomas (SRIPA, 2003). Os mecanismos patogénicos propostos incluem injdria
mecanica e obstrutiva, injaria induzida por produtos metabdlicos parasitarios e
mecanismos imunopatolégicos (SRIPA, 2003; SRIPA et al., 2012).

A injuria mecanica é causada pela succéo das ventosas oral e ventral sobre
0 epitélio biliar durante a fixacdo e alimentacdo do trematddeo, mesmo durante o
estagio agudo da infecgdo (SRIPA, 2003). Os trematddeos adultos causam danos ainda
maiores, como Ulceras e rea¢fes granulomatosas ao redor de ovos (SRIPA, 2003)
(Figura 4).

Figura 4 — Fotomicrografia mostrando as injdrias causadas por O. viverrini.A) Trematédeo jovem

fixado ao epitélio biliar em figado de hamster; B) Trematddeo adulto fixado ao epitélio biliar em figado
de hamsters, causando ulceragdo; C) Reacdo granulomatosa aos ovos em parénquima hepatico humano.

e >
Fonte: Sripa (2003).
Em infecgbes graves, com alta carga parasitaria, ocorre a obstrucdo

mecénica dos ductos biliares, produzindo colestase e consequente ictericia (LIM,
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2011). As obstrucBes sdo mais comuns em animais do que em humanos, devido ao
maior tamanho proporcional de trematodeos em relacdo aos liumens biliares (SRIPA,
2003). A estase biliar causa pressdao nos canaliculos e irritacdo cronica, 0 que induz a
proliferacdo de novos ductos biliares e fibrose portal, podendo evoluir para cirrose
hepatica (WERNER, 2011). Headley et al. (2011) descreveram necrose centrolobular
disseminada, decorrente de colestase, causando insuficiéncia e encefalopatia hepética
em gatos idosos cronicamente parasitados por P. fastosum.

A obstrucdo direta (ou indireta, por edema inflamatério) do ducto colédoco
extra-hepatico e do ducto pancreatico por trematddeos causa pancreatite nas espécies
hospedeiras, podendo ocorrer em felinos (CULLEN; BROWN, 2013).

A colangite cronica é observada com frequéncia em gatos parasitados por
opistorquideos e dicrocelideos. Ocorre hiperplasia epitelial, com infiltracdo leve a
moderada de macrdéfagos e neutrofilos nos ductos, e de linfécitos, plasmdcitos e
neutrdfilos nas éareas portais (CULLEN, 2009).

Ap6s se alimentarem de mucina e sangue, os trematddeos secretam
produtos metabolicos que podem ser imunogénicos, toxicos ou mitogénicos para o
epitélio biliar (SRIPA, 2003)

Mecanismos imunopatoldgicos tém sido elucidados nos Gltimos anos. As
primeiras descobertas foram associadas a presenca de antigenos dos trematddeos
detectados por imuno-histoquimica nos infiltrados inflamatdrios periportais em ductos
biliares de hamsters, possivelmente englobados, endociticamente ou por receptores
especificos, por macréfagos, células epitelioides e células gigantes (SRIPA;
KAEWKES, 2000) (Figura 5).

Figura 5 — Fotomicrografia de figado de hamster infectado por O. viverrini, marcado

por Brd-U. Areas marcadas no epitélio correspondem a proliferacio de células.
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Fonte: Sripa(2003)
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Recentemente, através de técnicas de protedmica, foi observada a presenca
de proteinas da familia das granulinas — fatores de crescimento que estimulam a
proliferacdo celular no hospedeiro — nos produtos metabolicos de O.viverrini, sendo
este achado reconhecido como um dos mecanismos fisiopatologicos do
colangiocarcinoma (CCA) (SRIPA et al., 2012).

Outro mecanismo, associado com diversos tipos de neoplasias, incluindo o
CCA, ¢ a cicatrizagdo causada por injaria mecanica cronica, responsavel por causar
disrupcdo do microambiente, produzindo metaloproteinases que promovem perda de
adesdo celular e estimulo constante a proliferacdo de células de reposicao, fibrose e
mutacdes celulares que levam a malignidade (SRIPA et al., 2012).

Santos et al., (1981) e Andrade et al. (2012) relataram casos de CCA em
felinos, os quais foram associados a infeccdo cronica por P. fastosum. Os autores
discutiram os achados a luz da fisiopatologia do CCA humano associado a
trematodiases crénicas, por O. viverrini e Clonorchis sinensis. Andrade et al., (2012)
destacaram ainda os mecanismos de injdria mecanica e cronica previamente citados no

presente texto.

2.6. Diagndstico

O diagnostico definitivo é feito: a) in vivo por exame coproparasitologico,
com visualizagdo de ovos dourados, operculados, medindo cerca de 40 x 24um (Figura
6); b) post morten pela recuperacdo do trematddeo das vias biliares (PALUMBO et al.,
1976 apud BASU; CHARLES, 2014; SALOMAO et al., 2005).

Figura 6 — Fotomicrografia de ovos de P. fastosum, de cor castanha a dourada,
operculados, de casca grossa e embrionados, visualizados ao exame de fezes.

Fonte: Basu e Charles (2014)
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2.6.1. Diagnostico clinico, laboratorial e diferencial

Gatos com ictericia, eosinofilia e enzimas hepaticas elevadas, vivendo em
localidade geogréfica onde existam condi¢des bioldgicas para o desenvolvimento de P.
fastosum, devem ter suspeita de infeccdo para o trematddeo (NORSWORTHY,
20064a).

O hemograma frequentemente apresenta anemia e leucocitose com
neutrofilia (CARREIRA et al., 2008; HEADLEY et al., 2011; MICHAELSEN et al.,
2013; MONTSERIN et al., 2013). Ha divergéncias sobre a frequéncia de observacao
da eosinofilia: em infeccdo experimental, o pico de eosinofilia foi transitorio,
ocorrendo cerca de 4 a 5 meses apos a infeccdo (TAYLOR; PERRI, 1977 apud
ARCEO et al., 1999); outros autores a consideram persistente, ocorrendo entre 8 e 18
semanas poés-infeccdo, com um aumento de 50 a 100% dos valores normais, e se
mantendo por meses (FOLEY, 1994). Em relatos publicados, a eosinofilia foi
detectada ocasionalmente (SAMPAIO et al., 2006; MIM et al., 2010). Linfopenia
também é relatada (VIEIRA et al., 2009; DANIEL et al., 2012; MICHAELSEN et al.,
2013), possivelmente associada ao estresse (MONTSERIN et al., 2013). Basofilia €
raramente observada (MICHAELSEN et al., 2013).

As transaminases hepaticas (ALT, AST) e a bilirrubina (total, conjugada,
bilirrubinaria) podem se encontrar aumentadas, de acordo com a carga parasitaria, 0
tempo de infeccdo e o grau de obstrucdo biliar (ARCEO et al., 1999). Em doenca
grave, cronica e obstrutiva, com dano importante a funcdo hepatica, € comum estarem
aumentadas a ALT, AST, FA e yGT (TAYLOR; PERRI, 1977 apud ARCEO et al.,
1999; SAMPAIO et al., 2006; VIEIRA et al., 2009; HEADLEY et al., 2011; DANIEL
etal., 2012; MICHAELSEN et al., 2013; MONTSERIN et al., 2013).

A ictericia pode ter diferentes causas, classificadas como: a) pré-hepaticas
(desordens hemoliticas); b) hepaticas (hepatopatias), e ¢) pds-hepéticas (obstruces
biliares extra-hepaticas) (GRACE, 2006). Como diagndsticos diferenciais de ictericia
em gatos tém-se lipidose hepatica, infecgBes (virus[FIV, FeLV, FCoV],
hemoparasitas, fungos, protozoarios, helmintos) e neoplasias (especialmente linfoma)
(GRACE, 2006).
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Como ja& mencionado, infeccOes leves costumam ser assintomaticas, e
muitas apresentam sinais inespecificos, como inapeténcia e perda de peso, tornando

dificil a detecgdo precoce da infeccdo pelo trematddeo.

2.6.2. Diagndstico por imagem

Os achados radiograficos podem mostrar hepatomegalia, a qual pode ser
detectada a palpacdo (FOLEY, 1994).

A ultrassonografia e a tomografia computadorizada se mostraram eficazes
na observagdo da anatomia do trato biliar e na caracterizagdo das lesdes, servindo de
técnica coadjuvante no diagnostico da infeccdo por P. fastosum (SALOMAO et al.,
2005; AZEVEDO et al., 2012).

Os achados ultrassonograficos relacionados incluem dilatagdo de ductos
biliares e/ou vesicula biliar (sinal de obstrucdo); sedimentos com trematédeos na
vesicula, aparecendo como estruturas ovais hipoecoicas com centro ecoico;
espessamento da parede da vesicula; e parénquima hepatico hipoecoico com areas
portais hiperecéicas (GRACE, 2006).

2.6.3. Exames coproparasitologicos

Vaérias técnicas tém sido empregadas para 0 exame parasitoldgico das
fezes, incluindo exame direto, flutuacdo simples e centrifugo-flutuacdo (com sulfato
de zinco, sacarose, detergentes), e sedimentacdo por formol-éter (PALUMBO et al.,
1976 apud BASU; CHARLES, 2014). A sensibilidade dos exames
coproparasitologicos tem sido considerada baixa, variando de 25 a 50% (PALUMBO
et al., 1976 apud BASU; CHARLES, 2014). A baixa sensibilidade se deve a pequena
eliminacdo de ovos através das fezes, medidas pelos métodos quantitativos de OPG
(ovos por grama de fezes) (2-10 OPG para baixas cargas; 10-100 OPG para altas
cargas parasitarias) ou nenhuma eliminacdo, em casos de obstrucdo biliar completa
(WILLARD; FOSSUM, 2005). Alguns autores sugerem a ingestdo prévia de
substancias colagogas até 24 horas antes da coleta, a fim de aumentar a eliminacao de
ovos nas fezes, melhorando a sensibilidade dos testes fecais (FOLEY, 1994; ARCEO
et al., 1999). Uma técnica combinada (filtracdo, centrifugacdo, sedimentacéo) foi

descrita no final dos anos 90 para diagnostico de Schistosoma japonicum em fezes de
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suinos (WILLINGHAM et al., 1998 apud AHN et al., 2008). A comparacdo das
técnicas combinada, sedimentacdo em formol-éter, e Kato-Katz obteve sensibilidade
de 77,8 a 83,3% para ovos de trematodeos em fezes de gatos (AHN et al., 2008).

2.6.4. Diagnostico cirargico

Técnicas cirdrgicas podem ser utilizadas no diagnostico in vivo, embora
ndo sejam empregadas com frequéncia devido aos riscos e custos. A laparotomia
exploratoria permite visualizacdo direta dos 6rgaos afetados, alivio da obstrugcdo por
compressdo manual da vesicula biliar, coleta de tecido hepatico para bidpsia e de bile
para citologia, propiciando a visualizacdo de trematodeos adultos e/ou de seus ovos
(GRACE, 2006). A colecistocentese guiada por ultrassonografia € um método menos
invasivo de coleta da bile para avaliacdo citoldgica, considerado seguro em gatos
estabilizados (SAVARY-BATAILLE et al., 2003; GRACE, 2006)

2.6.5. Diagnostico post mortem

Ao exame anatomopatoldgico, pode-se observar hepatomegalia, ictericia,
dilatacdo e fibrose periductal, espessamento de parede da vesicula, presenca de
trematddeos nos ductos intra-hepéaticos e na vesicula (ARCEO et al., 1999). A bile
pode estar espessada dentro da vesicula biliar (FOLEY, 1994).

A histopatologia, os achados mais citados na literatura sdo fibrose
periductal, infiltrado mononuclear, dilatacdo de ductos, fibrose periportal e hiperplasia
glandular (adenomatosa); citados com menos frequéncia estdo infiltrado
polimorfonuclear, necrose de hepatdcitos, colestase, proliferacdo ductular, congestao
portal, dilatagdo dos sinusoides e da vesicula biliar (TORRES; PINTO, 1936;
O’SULLIVAN et al., 1976; TAYLOR; PERRI, 1977 apud ARCEO et al., 1999;
SANTOS et al., 1981; ZAMRII-SAAD et al.,, 1984; FERREIRA et al., 1999;
SAMPAIO et al., 2006; XAVIER et al., 2007; CARREIRA et al., 2008; FILGUEIRAS
et al., 2008; VIEIRA et al., 2009; MIM et al., 2010; HEADLEY et al., 2011; DANIEL
et al., 2012; ANDRADE et al., 2012; MONTSERIN et al., 2013; SOUSA FILHO et
al., 2015; JESUS et al., 2015). Infiltracdo de eosinofilos e plasmdcitos na adventicia

dos ductos biliares maiores pode ser observada (FOLEY, 1994).
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2.7. Tratamento

As medidas terapéuticas incluem antiparasitarios e tratamento de suporte
para quadro obstrutivo.

O farmaco de eleicdo para a eliminacdo dos trematddeos é o praziquantel,
uma isoquinolona que aumenta a permeabilidade de membrana aos ions calcio,
interferindo na captacdo da glicose por cestodeos e trematddeos, depletando as
reservas energéticas dos mesmos, matando-os por paralisia flacida (ANDRADE;
SANTAREM, 2002). N&o existe um consenso a respeito da dose eficaz nem do
esquema de tratamento definitivo. Arceo et al. (1999) citou praziquantel na dose Unica
oral de 20mg/kg, repetido em intervalos de 12 semanas, e tratamento de suporte com
fluidoterapia, antibidticos, corticoides e &cido ursodeoxicolico, para reduzir os efeitos
da colestase. Norsworthy (2006) sugeriu praziquantel na dose de 25mg/kg, por via
oral, a cada 8h por 2 a 3 dias, com possibilidade de reforco apds 12 semanas, mais
eletrolitos, antibioticos, antioxidantes e corticoides. Michaelsen et al., (2013), em caso
clinico, instituiu praziquantel na dose de 50mg/kg, a cada 24 horas por 5 dias, mais
acido ursodeoxicélico, antioxidantes, vitaminas K e B12 injetaveis, e obteve sucesso.
Por outro lado, Shell et al. (2015) relataram infeccdo em gata doméstica com diarreia
persistente, previamente tratada com fembendazol 50mg/kg, por via oral, a cada 24
horas por 3 dias. Iniciou tratamento oral com praziquantel 5,75mg/kg, via oral dose
Unica, com reforco apds 10 semanas, sendo acompanhado através de
coproparasitoldgico seriado, observando decréscimo progressivo até zerar a contagem
de ovos. A conclusdo de Shell et al. (2015) foi de que a dose utilizada foi segura e
eficaz, mas que o intervalo de refor¢o ndo ficou bem definido, necessitando de estudo
controlado para determina-lo.

Os diversos relatos de casos clinicos na literatura ndo falam
especificamente sobre progndstico, porém, concluiu-se que o prognostico € bom em
casos de infeccOes recentes e de baixa carga parasitaria. O diagnostico definitivo,
associado aos exames laboratoriais complementares, € a instituicdo de terapéutica com
anti-helmintico de escolha e tratamento de suporte se mostrou eficaz na reversdo de
quadro sintomético grave (MICHAELSEN et al., 2013). Entretanto, o progndstico
desfavoravel foi observado em vérios relatos (SAMPAIO et al., 2006; XAVIER et al.,
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2007; CARREIRA et al., 2008; VIEIRA et al., 2009; JESUS et al., 2015), nos quais
foram observados sinais clinicos de hepatopatia obstrutiva grave.

2.8. Justificativa
A infecgdo por P. fastosum é relativamente pouco estudada, comparada a

outras trematodiases de importancia veterinaria (BASU; CHARLES, 2014). Existem

poucas pesquisas epidemioldgicas sobre este trematddeo no Brasil, sendo a grande

maioria delas no Sudeste (ver Tabela 2) e nenhuma delas no Nordeste. Apesar de P.
fastosum estar associado principalmente a infecgdes assintomaticas, os relatos de casos
clinicos publicados sempre mostram pacientes em estado grave, que sofrem
intervencdes cirargicas e frequentemente vado a Obito, antes mesmo de estabelecer
conduta terapéutica (ZAMRII-SAAD et al., 1984; MIM et al., 2010; MONTSERIN et
al., 2013), no transoperatério da colecistoduodenostomia (SAMPAIO et al., 2006), ou
sdo submetidos a eutanasia por ndo responderem ao tratamento (CARREIRA et al.,
2008; XAVIER et al., 2009; DANIEL et al., 2012; JESUS et al., 2015). Mesmo assim,
autores de referéncia o consideram um trematédeo de patogenicidade menor
(MACLACHLAN; CULLEN, 1990; CULLEN; BROWN, 2013).

O potencial zoonotico de digenéticos de importancia em saude animal é
conhecido em algumas espécies. O. viverrini, trematddeo de importancia zoonoética no
sul da Asia e associado ao desenvolvimento de colangiocarcinoma em humanos, tem
sido detectado em gatos naquela regido, com prevaléncia de 36% (ENES et al., 2010;
AUNPROMMA et al., 2011), confirmando a importancia dos felinos domésticos como
reservatorios em seu ciclo. A espécie O. felineus, também distribuida na Asia, é
conhecida por parasitar gatos e acidentalmente seres humanos (CHAN; LAN, 1987).

O relato de infeccdo por P. fastosum em primatas brasileiros (SILVA et
al., 2011) juntamente com os habitos de consumo de répteis (ALVES et al., 2012) e de
felinos (CABITZA, 2012; CAMERON, 2015; MIDDLEHURST, 2015) gera
especulacdo acerca do potencial zoondtico desta espécie.

O hébito de consumo de répteis, embora nao se saiba a frequéncia exata, é
conhecido em varias regiGes do Brasil, por subsisténcia, por lazer, e por escassez de
itens alimentares em épocas de estiagem (ALVES et al., 2012).

O consumo de carne felina € praticado em alguns paises do mundo, como
China e Coréia (MIDDLEHURST, 2015). Os Estados Unidos proibem abate e
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consumo de cdes e gatos em seis estados, mas 0s demais 44 estados ndo tém legislacao
especifica (CAMERON, 2015). Um tradicional festival gastronémico no Peru servia
anualmente pratos a base de carne de gatos domésticos para seus visitantes, cardapio
que foi banido do festival a partir do ano de 2012, como consequéncia da luta de
ativistas pela protecdo desses animais (CABITZA, 2012). Hipoteticamente, na
ocorréncia do consumo de visceras felinas infectadas, o gato poderia se comportar
como um hospedeiro paraténico para a infeccdo acidental em humanos.

Portanto, a realizacdo deste trabalho se justifica pela necessidade de obter
informac@es sobre P. fastosum em gatos no Ceard, considerando sua importancia em
salde animal e seu possivel potencial zoondtico. Estima-se que existam de 3 a 10.000
gatos ndo domiciliados em Maracanad, os quais podem agir como reservatorios desse
trematodeo e de outros parasitos de importancia epidemioldgica e epizootiologica. De
posse dessas informacoes, é importante expor a morbidade da infec¢édo, estabelecendo
diagndsticos diferenciais, para prevenir o agravamento no hospedeiro felino, e,
consequentemente, elaborar estratégias clinicas e diagndsticas para sua prevencao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Conhecer a prevaléncia da infeccdo de P. fastosum, caracterizando as
principais lesdes associadas a sua patogénese, em uma amostra de gatos (Felis catus,
Linnaeus, 1758) ndo domiciliados, recolhidos ou recebidos pelo Centro de Controle de

Zoonoses (CCZ) da cidade de Maracanau, Ceara.

3.2. Especificos

e Conhecer a prevaléncia da infeccdo parasitaria na amostra estudada (141
gatos);

e Caracterizar os achados morfoldgicos do figado e da vesicula biliar, macro e
microscopicamente;

e Medir o risco de desenvolvimento de lesdes colangio-hepaticas nos infectados;

e Correlacionar prevaléncia da infeccdo e variaveis demograficas;

e Correlacionar carga parasitaria e variaveis morfométricas dos 6rgaos afetados;

e Correlacionar carga parasitaria e grau das lesées.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Ceara sob o protocolo n° 40/14 (Anexo A). Buscou-se a
reducdo maxima do estresse de manuseio pré-eutandsia nos animais avaliados,

evitando contencdo fisica vigorosa, exceto no caso de animais irasciveis.

4.2. Tipo de estudo, local e periodo

Foi realizado estudo de corte transversal, analitico, no CCZ de Maracanad,
Ceara, no periodo de Maio/2014 a Maio/2015 (Anexo B).

4.3. Amostragem e critérios de inclusao

A amostra foi calculada por meio da prevaléncia estimada da doenca em
gatos nao domiciliados, considerando uma prevaléncia esperada de 37% (FERREIRA
et al., 1990), com erro de 10% e intervalo de confianca de 95%. Desta forma, foi
calculada uma amostra minima de 90 animais.

A populacdo do estudo compreendeu todos os gatos ndo domiciliados,
recebidos ou capturados, pelo CCZ de Maracanad, no periodo. A amostragem foi do
tipo probabilistica por conveniéncia. Foram incluidos todos os animais encaminhados
para eutanasia, segundo o Artigo 3°. da Resolucgédo n°® 1000/2012 do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria (CFMV, Anexo C). Foram excluidos 12 gatos que ndo foram
submetidos a pesquisa de ovos na bile.

A amostra final compreendeu 141 gatos.
4.4. Coleta de dados demograficos e clinicos
Aos animais foram atribuidos nimeros de identificacdo. Apos a contencao

guimica com quetamina (15mg/kg) e xilazina (1mg/kg) por via intramuscular, foram

coletados dados demograficos — sexo, peso, faixa etaria estimada pela cronologia
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dentaria (DYCE et al.,, 1990; LOVELACE, 2006), e clinicos — escore corporal,
coloragdo das mucosas (oral, ocular e palatina), deteccdo de hepatomegalia por
palpacdo abdominal (FEITOSA, 2004) (Figura 7). Os dados demograficos e clinicos
dos animais foram coletados através de questionario elaborado com base na
bibliografia citada (Apéndice A) e posteriormente tabulados no Microsoft Excel Home
and Student 2010®.

Figura 7 — Etapas da coleta de dados demograficos e clinicos. A) Gatos apds contencdo quimica por
guetamina e xilazina; B) Pesagem; C) Exame da mucosa ocular; D) Exame da mucosa palatina e
avaliagdo da cronologia dentéria.

(VSR

Fonte: Prépria.

4.5. Eutanasias

Foram realizadas eutanasias por injecdo endovenosa de barbitirico
(Tiopental sédico, 100mg/kg), seguida de solugdo de Cloreto de Potassio (150mg/kg),
segundo os métodos propostos pela Resolugdo n°1000/2012 do CFMV (ver Anexo C).
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4.6. Necropsias, coletas de trematodeos e histopatologia

Subsequente as eutanasias, foram realizadas as necropsias, sendo colhidos
os figados e as vesiculas biliares. Os 6rgdos foram transportados sob refrigeracdo para
a Divisdo Veterindria do NUROF-UFC, onde foram submetidos a exame
macroscopico (Figura 8A).

Os dados da avaliagdo macroscépica foram agrupados em questionario
(Apéndice A) formulado a partir de Torbenson (2002) e Abrahan (2002). Os figados
foram pesados, descritos, seccionados em intervalos de 0,5 cm e submersos em &gua
aquecida a 37°C para recuperacdo dos trematddeos (Figuras 8B-C), segundo método
proposto por Hammond e Swell (1974 apud ABEBE et al., 2010). As vesiculas biliares
foram medidas por paquimetro digital (comprimento do ducto cistico a base, largura e
profundidade), abertas longitudinalmente para inspecdo e coleta da bile (Figuras 8D).
O volume das vesiculas foi estimado pelo método elipsoide (HO et al., 1998). Foi
realizada pesquisa de ovos na bile para o diagnostico definitivo da infeccdo por P.
fastosum. Amostras do figado e da vesicula foram fixadas em formaldeido a 10%.
Posteriormente, foram submetidos a processamento histoldgico de rotina, corados com
hematoxilina/eosina, tricromico de Gomori/tricrdomico de Masson, a fim de observar
alteracdes na morfologia normal.

A anélise microscopica foi realizada em microscépio Opton TNB-01B
com micrémetro ocular calibrado por micrémetro de platina, e as fotomicrografias
capturadas por cadmera digital Sony Cybershot W530. A manipulacdo de imagens

digitais foi feita no software de licenca aberta Image J v.1.44p (NIH, EUA).
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Figura 8 — Procedimentos de avaliagdo macroscopica e recuperacdo de trematddeos em gatos de
Maracanau, Ceard. A) Avaliagdo macroscOpica de figado; B) Figado seccionado em intervalos de
0,5cm, imerso em agua a 37°C para recuperacdo de trematddeos das vias intrabiliares; C) Trematodeos
recuperados do figado; D) Abertura longitudinal da vesicula biliar, exame macroscopico da bile e
recuperacdo de trematddeos.

Fonte: Propria.

4.7. Classificacdo microscopica das lesGes

As lesbes microscopicas de figado e vesicula biliar foram avaliadas por
questionario (Apéndice B) formulado com base em Cullen (2009), Sripa et al. (2003) e
Warren et al. (2010). A classificacdo das colangites em neutrofilica, linfocitica,
destrutiva e cronica associada a trematddeo foi proposta em um consenso de
padronizacdo pela World Small Animals Veterinary Association (WSAVA) Liver
Standardization Group (CULLEN, 2009). A graduacdo da inflamacdo, fibrose e
proliferacdo ductular no parénquima hepéatico de gatos foi proposta por Warren et al.
(2010), estando representada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Critérios de graduacdo das alteragdes histolégicas colangio-hepaticas em gatos domésticos

Grau de inflamag&o Grau 0 Sem inflamacdo, definido por < 5 células inflamatdrias por &rea portal, com a maioria
Grau 1 das areas portais ndo afetadas.
Inflamag&o leve, definida por poucas células inflamatérias (> 5 e < 20) dentro da
adventicia da area portal, com envolvimento parcial das areas portais.

Grau 2 Inflamag@o moderada, definida por um nimero intermediario de células inflamatdrias (>
20 e < 75) dentro da adventicia da area portal, com a maioria das areas portais afetadas.
Grau 3 Inflamag&o grave, definida por grandes ndmeros de células inflamatdrias (> 75) dentro da
adventicia da area portal e envolvimento difuso das &reas portais.
Grau de fibrose Grau 1 Sem fibrose.
Grau 2 Fibrose leve, definida como presenca de pequenas quantidades de tecido conectivo (fibras

colagenas e reticulinicas) em distribuigdo aleatoria dentro e ao redor das areas portais,
mas sem septos.

Grau 3 Fibrose moderada, definida como quantidades difusas de tecido conectivo dentro da
maioria das areas portais, incluindo presenga de septos fibrosos, mas sem formagéo de
pontes.

Grau 4 Fibrose grave, definida como grandes quantidades de tecido conectivo dentro das areas
portais e formag&o de pontes.

Grau de proliferagdo Grau 1 Nenhuma mudanga na contagem de ductos em cortes transversais de areas portais (1 a 2
ductular Grau 2 ductos biliares por area portal).
Proliferacéo ductular leve (2 a 3 ductos por area portal).
Grau 3 Proliferacéo ductular moderada (4 a 6 ductos por area portal).
Grau 4 Proliferacdo ductular grave (> 7 ductos por érea portal).

Fonte: Adaptado de Warren et al. (2010)

A graduacdo das lesdes microscopicas da vesicula biliar (inflamacéo,
hiperplasia glandular/mucosa, atrofia mucosa, fibrose, presenca de seios de
Rokitansky-Aschoff', metaplasia de células de Goblet, displasia epitelial e presenca de
células carcinomatosas) foi baseada em Sripa et al. (2003), em avaliacdo de vesiculas
biliares humanas colecistectomizadas, representada na Tabela 4. A mesma graduacéo
utilizada para vesicula biliar foi empregada na avaliacdo de lesdes do ducto colédoco

intra-hepatico.

Tabela 4 — Critérios de graduagdo das alteragdes histologicas em vesicula biliar de seres humanos.

Inflamacéo 0=minimo, 1 = leve(crénica), 2 = moderada (crbnica), 3 = crbnica grave, com agregados
linfoides, 4= inflamacé&o aguda

Hiperplasia de glandulas 0 =ausente 1 = um grupo de glandulas mucosas, 2 = dois ou mais grupos, 3 = nuMerosos

mucosas

Atrofia/Hiperplasia mucosa 0 = atrofia, 1 = normal, 2 = hiperplasia leve, 3 = hiperplasia moderada a grave

Metaplasia de células de 0 =ausente, 1= Unica ou discreta, 2 = dois ou mais grupois, 3 = difusa

Goblet

Seios de Rokitansky-Aschoff 0 =ausente, 1 = um seio, 2 = dois ou mais seios, 3 = numerosos

Fibrose 0 = ausente, 1 = leve,, 2 = moderada, 3 = grave com hipertrofia de musculatura lisa
Displasia epitelial 0 = ausente, 1 = foco pequeno, 2 = dois ou mais focos, 3 = difusa
Carcinoma 1 = primario, 2 = metastatico

Fonte: Adaptado de Sripa et al. (2003)

! Seios de Rokitansky-Aschoff: agrupamentos semelhantes a acinos mucosos, de morfologia irregular, localizados
na camada fibromuscular profunda, ocorrendo frequentemente em vesiculas com parede espessada por inflamacéo
cronica. (STEVENS, A.; LOWE, J.S.; YOUNG, B. Wheater’s Basic Histopathology, 4th Edition. London:
Churchill Livingstone, 2002, p.163).
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4.8. Montagem e identificagdo dos trematodeos

Os trematodeos foram mortos em agua morna, fixados em solucdo de
Alcool-Formol-Acido Acético (AFA), prensados entre laminas por 24 horas, e
conservados em &lcool 70% glicerinado. Posteriormente, uma amostra de 5% dos
trematodeos foi corada em Fucsina de Ziehl e montada em lamina permanente,
segundo Hoffmann (1987). A identificacdo foi realizada segundo Rodrigues (1963) e
Pinto et al. (2014).

4.9. Analise estatistica

Foi realizada analise estatistica descritiva e inferencial. A prevaléncia da
infeccdo por P. fastosum foi calculada na amostra estudada. Os animais amostrados
foram divididos em dois grupos, os infectados por P. fastosum e os ndo infectados. Os
dados de prevaléncia foram submetidos ao Teste do Qui Quadrado de Pearson ou
Teste exato de Fisher, buscando a probabilidade de associacdo entre prevaléncia e
sexo, faixa etéria, escore corporal e desenvolvimento de lesGes colangio-hepaticas. Foi
elaborada tabela de contingéncia para o célculo da razdo de prevaléncia (RP, também
denominada risco relativo) e odds ratio (OR), a partir dos infectados e ndo infectados
por P. fastosum e portadores ou ndo de doenca colangio-hepatica. O grau de correlacéo
entre carga parasitaria e variaveis morfométricas (peso e volume) de figado e vesicula
foi calculada atraves do Teste de Correlacdo de Spearman. A medida de associagédo
entre intensidade da carga parasitaria e graus das lesdes foi calculada através de Teste
U de Mann-Whitney. As analises estatisticas foram realizadas pelo software de licenca
aberta R v3.2.2 (Vienna, Austria).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo da amostra

Foram incluidos neste estudo 141 animais, de ambos os sexos, de
diferentes faixas etarias, todos sem raca definida, distribuidos conforme a Tabela 5.
Estima-se que 75% da amostra foi composta por gatos ndo domiciliados, provenientes
de colbnias em espacos publicos (praca, hospital) e privados (industria), os quais eram
capturados sob solicitacdo do publico. Os demais eram gatos semi-domiciliados, sendo
a maioria fémeas prenhes, ou puérperas com filhotes, e machos jovens, que eram
abandonadas dentro do terreno do CCZ de Maracanad durante as noites ou fins de

semana.
Tabela 5 — Descricdo da amostra de gatos do levantamento epidémico-

patoldgico de P. fastosum no municipio de Maracanad, Ceard, no periodo
do estudo: distribui¢do por sexo e faixa etéria.

Sexo n %
Machos 50 35,4%
Fémeas 91 64,5%
Faixa etaria n %
Jovem 56 39,7%
Adulto 68 48,2%
Meia idade 17 12,0%
Total 141 100,00%

Fonte: Propria.

Conforme exame clinico preliminar (Tabela 6), 64,5% (91/141) dos gatos
apresentaram baixo escore corporal; 44,9% (63/141) apresentaram alteracOes de
coloragédo de mucosas oral/ocular/palatina, e 28,4% (40/141) demonstraram sinais
clinicos de enfermidades diversas (Grafico 2). Em 13,5% (19/141) foi detectada

hepatomegalia a palpacdo abdominal.
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Tabela 6 — Descricdo dos achados de exame clinico em gatos de Maracanal, Ceara, no periodo

do estudo.

Escore corporal n %
Caquético 21 14,9%
Magro 70 49,6%
Normal 49 34,7%
Sobrepeso 1 0,7%
Coloracéo de mucosas n %
Normal 73 51,8%
Palida 45 31,9%
Ictérica 10 7,1%
Congesta 6 4,3%
Hiperémica 2 1,4%
na 1 3,5%
Semiologia do Figado n %
Normal 121 85,8%
Hepatomegalia 19 13,4%
na 1 0,7%
Total 141 100,0%

*na: ndo avaliados.
Fonte: Propria.

Grafico 2 — Frequéncia de patologias detectadas ao exame clinico em gatos de Maracanal, Ceara,
no periodo do estudo.

FLUTD/Neoplasia
Osteo/condropatia
Neuropatia
FLUTD
Neoplasia

Dermatopatia
Gengivites/Odontopatia
Conjuntivite

Traumatismo
Gastroenterite

0 2 4 6 8 10
Frequéncia absoluta

*FLUTD: Doenca obstrutiva do trato urinario inferior de felinos (Feline lower urinary tract
disease). Fonte: Prépria.
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5.2. Deteccdo e identificacdo do helminto

Por meio da pesquisa de ovos na bile, foram detectados 60/141 animais
positivos para ovos dourados e operculados de trematodeos, medindo cerca de 40 x 24

pum (Figura 9).

Figura 9 — Fotomicrografia de ovos de P. fastosum na pesquisa da bile de gatos em Maracanad,
Cear4, no periodo do estudo. A) 40x. B) 400x.

O D - ,."' 3

Fonte: Propria.

Por meio de necrdpsia e técnica de recuperacao de parasitas das vias intra-
hepaticas e vesicula biliar, foram recuperadas numerosas estruturas folidceas
esbranquicadas, identificadas microscopicamente como trematddeos da espécie P.
fastosum (Familia Dicrocoeliidae) (Figura 10A-B). Segundo o0s caracteres
morfolégicos relatados por Rodrigues (1963): corpo chato e ovoide, atenuado nas
extremidades, medindo de 2,9-8,1 por 1,4-2,4um; ventosa oral subterminal
arredondada e ventosa ventral pré-equatorial, ambas de tamanho semelhante; cecos
finos ocupando os dois tercos iniciais do corpo; testiculos levemente lobados pos-
acetabulares e ovario arredondado localizado abaixo de um dos testiculos; glandulas
vitelinicas laterais, extracecais, no terco médio do corpo; utero intracecal, com algas
transversais, desde a regido pds-acetabular até a extremidade posterior do corpo.

Em um animal jovem (4 — 6 meses de idade), caquético, com sinais de
complexo respiratorio felino, ndo foram encontrados ovos na pesquisa da bile, mas foi

observada uma metacercaria livre (Figura 10C).



44

Figura 10— Fotomicrografia de trematédeo dicrocelideo P. fastosum (Kossack, 1910), coletado das
vias biliares intra-hepaticas de gatos em Maracanal, Ceara, no periodo do estudo. A) Trematédeo
fresco na bile (40x); B) Trematddeo processado, coloragdo: Fucsina de Ziehl (40x); C) Metacercéria

livre fresca na bile (40x).

Fonte: Propria.
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5.3. Prevaléncia e analise de risco

Na amostra estudada foi encontrada uma prevaléncia de 42,5% (60/141,
IC95%=34,2-50,9). Foram calculados a raz&o de prevaléncia (RP = 3,23) e 0 odds
ratio (OR=8,85). A RP calculada sugeriu que individuos infectados da amostra
estudada tiveram pelo menos trés vezes mais chance de desenvolver lesdes colangio-
hepaticas do que aqueles ndo infectados (Tabela 7). O OR refere-se a uma
probabilidade em nivel populacional oito vezes maior de os individuos infectados

desenvolverem doenga.

Tabela 7— Andlise de risco em gatos infectados por P. fastosum em Maracanau, Ceard, no periodo
do estudo.

Lesdes colangio-hepéticas

Pesquisa de ovos SIM NAO RP 1C95% p-valor
Infectados 43(71,6%) 17(28,3%) 3,23 2,01-5,07 <0,00001*
N&o infectados 18(22,2%) 63(77,7%)

Total Geral 61(100%) 80(100%6)

* p=0,00000001291. Fonte: Propria.

Avaliando a distribuicdo da prevaléncia na amostra, ndo foi observada
diferenca significativa entre sexos (y’= 0,07; p = 0,78). Entretanto, observou-se
associagdo da prevaléncia com a faixa etaria adulta (x°=18,99; p = 0,000007*) (Tabela

8) e com 0s escores normais (y2= 4,40; p= 0,03).

Tabela 8 — Distribuicdo da prevaléncia de P. fastosum entre gatos de Maracanau, Ceard, no periodo do
estudo, por sexo e faixa etéria.

Sexo

P. fastosum Fémeas Machos RP 1C95% p-valor
Infectados 40(43,9%) 20(40%) 1,09 0,71-1,65 0,78
N&o infectados 51(56,1%) 30(60%)
Total Geral 91(100%)  50(100%)

Faixa etaria
P. fastosum Jovens Adultos+ RP 1C95% p-valor
Infectado 12(21,4%)  48(56,5%) 0,37 0,21-0,63 0,00007*
N&o infectado 44(78,6%)  37(43,5%)
Total Geral 56(100%)  85(100%0)

*Significancia estatistica ao Teste do Qui Quadrado.
Fonte: Propria.
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Sobre sinais especificos de hepatopatia, 7,1% (10/141) apresentaram
mucosas (oral/ocular/palatina) levemente ictéricas e 13,5% (19/141) hepatomegalia ao
exame clinico. N&o foi observada associagdo significativa desses sinais clinicos
presuntivos com a prevaléncia por P. fastosum (3?=1,62; p=0,20). N&o foi observada
associacdo entre a carga parasitaria e o peso relativo dos figados de infectados por P.
fastosum (p=-0,11, p=0,39).

5.4. Caracterizacdo da carga parasitaria

Houve recuperacdo de carga parasitaria de figado e vesicula biliar em
61,7% (37/60) dos animais infectados (positivos a pesquisa de ovos na bile). A carga
mediana foi de sete trematddeos (1 — 219) por individuo infectado. As densidades
médias foram de 17,6 trematodeos/figado e 6,6 trematddeos/vesicula. Em relacdo ao
sitio de recuperacao, uma média geral de 82,1% da carga total foi recuperada das vias
intra-hepaticas. Diferente dos demais, o individuo que apresentou a maior carga (219)
tinha 83,1% (182/219) de todos os trematddeos sitiados na vesicula biliar, cerca de
10,0% (22/219) no ducto cistico e apenas 6,8% (15/219) nas vias intra-hepéticas. Ndo
foi observada diferenca significativa da carga parasitaria em relacdo ao sexo (W =
2493, p = 0,10). A distribuicdo da carga parasitaria na amostra esta representada no
Gréfico 3.

Grafico 3 — Distribuicdo de carga parasitaria de P. fastosum em gatos de
Maracanau, Ceard, no periodo do estudo.

35

Frequéncia absoluta
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Carga parasitaria

Fonte: Prépria.
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Em relacdo a morfometria dos trematddeos recuperados, a média global foi
de 5,3 (2,2 — 10,0) x 1,7 (0,5 — 3,0) mm. Segundo a analise descritiva, 50% dos
trematodeos tiveram comprimento entre 44 — 6,2 mm. Todos os trematddeos
recuperados eram adultos, com as gdnadas totalmente desenvolvidas e presenca de
ovos no Utero. A morfometria esta representada na Figura 11 e a frequéncia dos

tamanhos no Grafico 4.

Figura 11 — Variedades morfométricas de P. fastosum coletados de gatos em Maracanad, Ceard, no
periodo do estudo.

2,2 mm
500_|lm

Fonte: Propria.

Grafico 4 — Frequéncia de comprimentos médios de P. fastosum provenientes de cargas
parasitarias recuperadas de gatos de Maracanau, Ceard, no periodo do estudo.
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Comprimento dos trematdédeos (mm)

Fonte: Propria.
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5.5. Anatomopatologia

5.5.1. Figado

Nos gatos infectados, as altera¢cbes macroscopicas mais frequentes foram:
congestdo intensa, com subsequente aumento de tamanho do érgao, em 26,7% (16/60,
Figura 12A); evidenciamento do padrao lobular hepatico, com area central amarelada
e periferia congesta em 21,7% (13/60, Figura 12B); e distribuida em focos em 13,3%
(8/60, Figura 12C). Apenas um gato infectado, com carga parasitaria de 219,
apresentou alteracGes macroscopicas do figado mais expressivas (Figura 12D), a saber:
hepatomegalia; consisténcia firme com presenca de lesdes multifocais esbranquicadas
ou amareladas, aparentes na superficie externa e na de corte, e ductos biliares
dilatados, com paredes espessadas. Comparando animais com escore corporal normal,
houve consideravel diferenca entre o peso médio dos figados de infectados (100,7 +
35,60) e ndo infectados (87,5 £ 4,4g), embora ndo tenha sido observada significancia
estatistica (W = 34, p = 0,54).
Figura 12 — Aspectos macroscopicos de figados de gatos do municipio de Maracanad, Ceara. A)

Congestdo; B) Evidenciamento do padrdo lobular; C) Esteatose hepatica (lipidose) difusa; D) Lesdes
multifocais esbranquicadas, visiveis a superficie.

Fonte: Propria.
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Foram realizadas 129/141 analises microscopicas de parénquima hepatico,
compreendendo 58 gatos infectados e 71 n&o infectados por P. fastosum. Nos gatos
infectados, as alteracBes microscopicas mais observadas foram 74,1% (43/58) de
congestdo centrolobular; 70,7% (41/58) de colangite; 67,2% (39/58) de colestase leve,
e 50% (29/58) de esteatose (predominantemente microvesicular, 22/58). As colangites
foram predominantemente crénicas, com infiltrado de macrofagos, linfocitos e
plasmocitos (37/58), a maioria de grau leve (29/58). Colangite neutrofilica foi
observada em 6,9% (4/58) dos animais infectados, e 75% (3/4) delas estavam
associadas a carga parasitaria extrema (184-219) e de grau grave. A distribuicdo das
lesbes no parénquima hepético e a classificacdo das colangites diagnosticadas estao
representadas nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9 — Classificacdo dos diagndsticos histopatoldégicos em gatos infectados e néo
infectados por P. fastosum no municipio de Maracanad, Ceara, no periodo do estudo.

P. fastosum

Diagnéstico/ Infectados N&o infectados

Classificacdo n % n %
Colangite cronica 25 43,1% 7 9,8%
Normal 14 24,1% 37 52,1%
Colangio-hepatite cronica 5 8,6% 1 1,4%
Colangite neutrofilica 5 8,6% 0 0,0%
Colecistite cronica 2 3,4% 0 0,0%
Colangite destrutiva 1 1,7% 3 4,2%
Colangite linfocitica 0 0,0% 2 2,8%
Outras alteracfes™ 6 10,3% 21 29,5%
TOTAL 58 100% 71 100%

* Qutras alteragdes = ver Tabela 10. Fonte: Propria.

Em relacdo a presenca de trematddeos nos cortes histologicos, foi
observada uma frequéncia de 19,4% (25/129) de P. fastosum em lumens de ductos
biliares, com intensidade de 1 a 26 trematddeos por corte. Dentre 0s cortes com
presenca do helminto, 8,0% (2/25) foram negativos a pesquisa de ovos na bile e ndo
tiveram carga parasitaria recuperada, 0 que remete novamente ao registro da primo-

infeccdo.
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Tabela 10 — Frequéncia de alteracBes microscopicas em parénquima hepatico de gatos infectados e ndo
infectados por P. fastosum no municipio de Maracanad, Ceara, no periodo do estudo.

Alteracdo

Congestao

Colangite

Colestase

Esteatose (Lipidose)
Degeneracéo hidrdpica
Fibrose

Proliferacéo ductular
Necrose

TOTAL

n
43
41
39
29
18
17
15

5
58

Nao Infectados
%
52,1
31,0
35,2
47,9
38,0
14,1
12,7
21,1

P. fastosum
Infectados

% n
74,1 37
70,7 22
67,2 25
50,0 34
31,0 27
29,3 10
25,9 9
8,7 15
100% 71

*Significancia estatistica ao teste do Qui Quadrado.

Fonte: Propria.

100%

p-valor
0,01724*
0,000618*
0,000576*
0,9508
0,7619
0,08299
0,2544
0,09524

A analise estatistica pelo Qui Quadrado mostrou associacdo significativa

de congestdo centrolobular, colangite e colestase com a infec¢do por P. fastosum. A

fibrose e a proliferagdo ductular foram mais frequentes entre os infectados, porém sem

alcancar significancia estatistica. Testou-se a hipdtese de influéncia da carga

parasitaria na gravidade das lesbes macro e microscopicas, esperando resultados

compativeis com a hipétese alternativa; no entanto, a analise estatistica somente
suportou tal influéncia na proliferacdo ductular (W = 9303,5, p = 0,02677*). Os graus

das lesGes estdo representados no Grafico 5. Os achados microscpicos no parénquima

hepético estdo na Figura 13

Grafico 5 — Graus de lesdes no parénquima hepético em gatos infectados e ndo infectados por P.
fastosum no municipio de Maracanau, Ceara, no periodo do estudo. A) Colangite (p<0,0001); B)
Fibrose (p>0,05); C) Proliferacdo ductular (p>0,05).
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Figura 13 — Fotomicrografias de alteracfes em figados de gatos infectados por P. fastosum em
Maracanau, Ceard, no periodo do estudo. A) Dilatacdo de sinusoides hepaticos secundaria a congestéo
centrolobular (HE,40x); B) Colangite, com infiltrado mononuclear (setas amarelas), colestase (setas
vermelhas) e necrose hepatocelular (setas pretas) (HE, 400x); C) Colangite, com infiltrado misto (HE,
100x); D) Esteatose hepatica macro (setas amarelas) e microvesicular (setas vermelhas) (Tricromico de
Gomori, 400x); E) Degeneracao hidrépica dos hepatécitos (HE, 400x); F) Fibrose em ponte (Tricrémico
de Masson, 40x); G) Fibrose periportal com infiltrado mononuclear e estenose do limen (Tricromico de
Gomori, 100x); H) Proliferacdo ductular (Tricrdmico de Gomori,400Xx).
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Analisando 113 cortes de colédoco intra-hepatico, compreendendo 57
gatos infectados e 56 néo infectados por P. fastosum, observou-se dentre os infectados
61,6% (35/57) com graus variados de fibrose (ver Gréfico 6); 45,6% (26/57) com
graus diversos de inflamagdo na adventicia e parénquima adjacente; 38,7% (26/57)
com hiperplasia glandular, e 22,8% (13/57) com hiperplasia mucosa. O teste do Qui
Quadrado mostrou associacdo entre as principais lesdes de colédoco e a infecgdo por
P. fastosum. As altera¢des histoldgicas em colédoco estdo representadas na Figura 14.

Figura 14 — Fotomicrografias de alteragcbes no colédoco de gatos infectados por P. fastosum em
Maracanad, Ceard, no periodo do estudo. A) Colangite periductal com infiltrado misto,
predominantemente polimorfonuclear, na adventicia e no limen(HE, 40x); B) Hiperplasia glandular
(HE, 400x); C) Hiperplasia mucosa (setas pretas) e fibrose leve (Tricromico de Gomori, 100x); D)
Presenca de trematddeo, dilatagdo do ducto e fibrose moderada (Tricrdmico de Gomori, 40x).

~ y

’ <‘.,w@.':?\ 2 &

.
Y ! 2 4
e B VIR S TR SRR L
X PN . By Dok :
{ et f —
z ’:\;,j‘fgﬁ/ " = T -

P R

Fonte: Propria.



53

Grafico 6 — Graus de lesbes microscopicas nos colédocos intra-hepaticos de gatos infectados e
ndo infectados por P. fastosum no municipio de Maracanal, Ceard, no periodo do estudo. A)
Inflamacdo (colangite) (p<0,01); B) Hiperplasia glandular (p<0,01); C) Hiperplasia mucosa
(p<0,0001); D) Fibrose (p<0,01).

B NAO INFECTADOS o B NAO INFECTADOS
o B INFECTADOS < 7 B INFECTADOS
S -
p =0,004132* p =0,004685*
—_ -~ O
X o X ™
3 ®7 3
g g
=} (=]
@ © o |
S o | < N
5 N 5
= =
~ ~
o
N J H
o J — . L —lill
Ausente Leve Média Grave Aguda Ausente Leve Média Grave
A Graus de colangite B Graus de hiperplasia glandular
B NAO INFECTADOS g 7 B NAO INFECTADOS
o B INFECTADOS B INFECTADOS
S -
p =0,000042* o p = 0,000394*
o o @
S o | =
F° 5
Q Q
f) 5 o
= o | = N
> N >
[} o
= -
(=¥ =¥
o
N J H
o | J 1B o | ‘ —
Atrofia ~ Normal Leve Média+ Ausente Leve Média Grave
C Graus de hiperplasia mucosa D Graus de fibrose

* Significancia estatistica ao Teste do Qui Quadrado. Fonte: Propria.

5.5.2. Vesicula biliar

Dentre as vesiculas biliares examinadas, poucas foram as alteragdes
externas dignas de nota. Dentre os infectados, 63,3% das vesiculas estava preenchida
por bile (24/60 repletas, 14/60 dilatadas) e 5% (3/60) mostraram espessamento visual
da parede. Sobre a aparéncia da bile nos gatos infectados, houve variagcbes na cor
(37/60 amarela translucida, 19/60 verde escura) e na consisténcia (29/60 fluida, 31/60
espessada), sem, no entanto, haver associacdo desses aspectos com a presenca do

trematddeo. O volume médio estimado das vesiculas biliares nos gatos adultos
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infectados foi de 2213 + 1474 mm® ndo tendo sido observada diferenca estatistica
entre as medianas dos volumes das vesiculas de infectados e nédo infectados (W =
1731; p = 0,12). Néo foi observada correlacdo entre volume das vesiculas com carga
parasitéaria nos infectados (S=17890; p=0,02; p=0,84). As alteracfes de vesicula biliar

estdo representadas na Figura 15.

Figura 15— Aspectos macroscopicos em vesicula biliar de gatos infectados por P. fastosum em
Maracanau, Ceara. A) Vesicula dilatada; B) Vesicula com parede espessada, serosa e mucosa palidas;
C) Bile fluida e amarelada, de aparéncia normal; D) Bile espessada.

C

Fonte: Propria.

Comparadas as lesdes no colédoco intra-hepatico, as lesbes na vesicula
biliar se mostraram mais brandas (Tabela 11). Em 126 cortes de vesicula analisados,
compreendendo 58 infectados e 71 ndo infectados por P. fastosum, foram detectadas
as seguintes lesdes (Figura 16): dentre os infectados, 18,9% (11/58) apresentaram
graus variados de inflamagé&o (colecistite), predominando infiltrado mononuclear leve;
12,1% (7/58) mostraram hiperplasia glandular; 20,7% (12/58) revelaram hiperplasia e
3,4% (2/58) atrofia da mucosa; 5,2% (3/58) demonstraram seios de Rokitansky-
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Aschoff, e 37,9% (22/58) apresentaram graus moderados de fibrose. Devido a grande
frequéncia de destacamento do epitélio luminal, ndo foi possivel avaliar
adequadamente a presenca de metaplasias, displasias e neoplasias.

Tabela 11 — Comparagdo entre prevaléncia de lesGes microscopicas em colédoco intra-hepético e
vesicula biliar de gatos infectados e nao infectados por P. fastosum do municipio de Maracanau, Ceara.

Sitio anatdmico

Colédoco intra-hepatico Vesicula biliar
Alteracdes Infectados Nao infectados p-valor Infectados Nao infectados p-valor
Fibrose 35 12 0,000394* 22 5 0.000119*
Inflamagéo 26 7 0,004132* 11 0 0,00012**
Hiperplasia glandular 22 10 0,004685* 7 0 0,00351**
Hiperplasia mucosa 13 1 0,00006** 12 8 0,2982
Atrofia mucosa 18 6 0,001494* 1 0,5838
Seios de Rokitansky-Aschoff - - - 3 2 0,0995
Total andlises 57 56 58 71

*Significancia estatistica ao teste do Qui quadrado
**Significancia estatistica ao teste exato de Fisher

Fonte: Propria.

Figura 16 — Alteracdes microscopicas em vesicula biliar de gato infectado por P. fastosum em
Maracanau, Ceara. A) Colecistite cronica, inflamacdo mista com espessamento da parede (HE, 40x); B)
Infiltrado inflamatdrio mononuclear e hiperplasia glandular na lamina propria (setas vermelhas, HE,
40x).

Fonte: Prépria.
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Considerando a espessura da parede da vesicula, foi testada a hipotese de
influéncia do parasitismo na fibrose. Ndo foi observada diferenca estatistica na
espessura total entre infectados e nédo infectados (W = 229, p = 0,11), nem na
espessura da adventicia (W = 307, p = 0,95); entretanto, foi observada diferenca
significativa na espessura da camada fibromuscular (W = 207, p= 0,04*). Testes
auxiliares entre as espessuras de parede da vesicula em jovens e adultos saudaveis
foram realizados a fim de descartar as diferencas ontogenéticas (W = 57, p = 0,60).
Né&o foi constatada influéncia significativa da carga entre infectados e ndo infectados

por P. fastosum nas demais lesGes analisadas.
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6. DISCUSSAO

Considerando os estudos epidemioldgicos — transversais e prospectivos
sobre P. fastosum em gatos — publicados no Brasil em quase oito décadas, o presente
obteve maior tamanho amostral, com amostra probabilistica, comparado aos demais
(ver Tabela 1, na Introducdo). Gennari et al. (1999) trabalharam com uma amostra de
187 e Ramos et al. (2013) com 146 animais, porém em levantamentos de
helmintofauna geral. O maior estudo sobre P. fastosum até entdo foi o de Ferreira et al.
(1999), com 110 animais no Rio de Janeiro.

A distribuicdo de sexo e faixa etaria nos trabalhos publicados nem sempre
foi avaliada ou mencionada. A maior frequéncia de fémeas e adultos foi compativel
com amostras de levantamentos gerais recentes (ISHIZAKI et al.,2006; MENDES DE
ALMEIDA et al.,2007; RAMOS et al.,2013). Rodriguez-Vivas et al. (2004)
encontraram uma proporcao de fémeas para machos semelhante a presente amostra, e
prevaléncia superior nas fémeas. Esses autores justificaram a maior prevaléncia em
fémeas devido ao comportamento de cacar para alimentar a prole. O método de
avaliacdo da faixa etaria por cronologia dentéaria pareceu mais preciso do que aquele
utilizado por Ramos et al. (2013), que dividiu jovens e adultos pelo ponto de corte de
1,4kg de peso corporal. No presente estudo, foram observados gatos abaixo de 1,4kg
com denticdo permanente quase completa, e poucos com mais de 1,4kg e presenca de
dentes deciduos. O método do peso mostra uma baixa sensibilidade para classificacdo
etaria de gatos com baixo escore corporal.

No presente estudo, o exame clinico preliminar mostrou alta proporcéo de
desnutricdo e comorbidades infecto-contagiosas. Quase a metade dos individuos
amostrados mostrou sinais de doencas infecto-parasitarias (gastroenterites,
conjuntivites, gengivites), seguidas por traumatismos musculo-esqueléticos. N&o foi
observada associacdo entre prevaléncia e sinais clinicos especificos, nem diferenca
estatistica entre os escores corporais dos infectados e nao infectados. Comparados aos
casos clinicos publicados, os sinais clinicos especificos mostraram-se vagos e somente
detectados em caso de doenca cronica grave, com alta carga parasitaria e obstrucdo de
ductos biliares com intensa colestase. Na experiéncia de Foley (1994), em casos

sintomaticos foi comum a ocorréncia de vomito e diarreia mucoide, observando-se
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anemia, ascite, ictericia e fezes claras, secundarias a obstrucdes biliares por grande
quantidade de trematddeos.

Dentre as publicagdes selecionadas na revisdo de literatura, nenhum dos
levantamentos reportou o estado clinico dos animais amostrados, exceto pelos relatos
de casos. Rodriguez-Vivas et al. (2004) estudaram a infeccdo por P. fastosum em gatos
no México, tendo registrado 10% de baixos escores corporais naguela amostra
(10/100), sendo que metade dos animais com baixo escore se revelou infectada.
Embora a analise de regressdo logistica ndo tenha apontado associacdo entre o baixo
peso e a infeccdo, a amostra pode ndo ter tido tamanho suficiente alcancar
significancia estatistica.

Os trematddeos coletados foram identificados como P. fastosum segundo
as descricdes de Rodrigues (1963) e Pinto et al. (2014). Rodrigues (1963) concluiu em
suas observacbes que quatro espécies do género (P.semifuscum, P. fastosum,
P.illiciens, P. proxilliciens) poderiam ser consideradas as mesmas até que estudos
posteriores pudessem superar a diferenciacdo morfoldgica. Esse autor relatou apenas
diferencas morfométricas que terminaram incluindo uma amplitude de comprimentos e
larguras ao que hoje se conhece como P. fastosum (sin. P.illiciens). Os dados
morfométricos deste trabalho poderiam levantar questionamentos quanto a
identificacdo da espécie, pois extrapolaram as especificacfes tabeladas de P. fastosum
em Rodrigues (1963). Ja as morfometrias obtidas na infeccdo experimental de Pinto et
al. (2014) ndo atingiram os extremos de tamanho dos trabalhos mais antigos, o que
pode ser explicado hipoteticamente pela diferenca espacial no tamanho do figado entre
hospedeiros originais e experimentais.

A prevaléncia de 42,5% por P. fastosum observada no presente trabalho
foi a maior dentre os inquéritos epidémico-patoldgicos nacionais dos Gltimos 50 anos
(TORRES; PINTO, 1936; OGASSAWARA et al., 1986; FERREIRA et al., 1999;
SILVA et al., 2001; MUNDIM et al., 2004; ISHIZAKI et al., 2006; RAMOS et al.,
2013, ver Tabela 1). Ferreira et al. (1999) citaram que, na década de 1960, um
inquérito em gatos do Rio de Janeiro, revelou prevaléncia de 45% por P. fastosum. Os
dados de prevaléncia e tamanho amostral do presente trabalho foram semelhantes aos
de Rodriguez-Vivas et al. (2004) no México. Nao obstante, é possivel que as
prevaléncias dos trabalhos anteriores pudessem ter valores mais elevados se

utilizassem o método de pesquisa de ovos na bile, o qual se mostrou quase duas vezes



59

mais sensivel do que a coleta de trematddeos por necropsia. A citologia biliar é
empregada como diagndstico clinico em casos de hepatopatias sintométicas, com
suspeita de obstrucdo dos ductos biliares principais, realizada por meio de laparotomia
exploratéria (RUTGERS, 2014) ou por biopsia de agulha fina guiada por ultrassom
(SAVARY-BATAILLE et al., 2003). No presente trabalho, foi possivel comparar a
pesquisa de ovos na bile com a coleta de trematddeos por necropsia, e constatar uma
sensibilidade diagndstica 1,6 vezes maior da pesquisa na bile.

Exames coproparasitoldgicos sdo utilizados nos inquéritos publicados no
Brasil, mostrando prevaléncias que variam entre 1-2% (Gennari et al., 1999; Ragozo et
al., 2002). No Mato Grosso do Sul, Franco et al. (2013) detectaram apenas 7,69%
(2/26) positivos para P. fastosum pela técnica de sedimentacdo em formol-éter. Na
Bahia, Rocha et al. (2014) encontraram 12,5% (5/40) positivos pela centrifugo-
flutuacdo em solucdo de sacarose. A maior prevaléncia detectada por exame fecal foi
em um inquérito parasitolégico em gatos na América Central, no qual Krecek et
al.(2010) encontraram prevaléncia de 91-93% de P. fastosum através de método de
dupla flutuacédo e sedimentacdo fecal. Sithithaworn et al. (1991) ndo detectou ovos de
O. viverrini em humanos, pela sedimentacdo em formol-éter, em baixas cargas
parasitarias (<20 trematddeos), constatando baixa sensibilidade do método; mas,
encontrou forte correlagdo inversa de OPG com altas cargas, sugerindo influéncia da
densidade parasitaria na restricdo da eliminacdo de ovos. Os autores também
concluiram que os exames fecais sdo menos sensiveis que a coleta manual de
trematddeos. Foley (1994) sugere a utilizacdo de 6leo de milho, 2ml/kg por via oral,
realizando o exame microscopico das fezes dos animais suspeitos de 2 a 24 horas
apos. Segundo o autor, o 6leo de milho tem acdo colagoga, aumentando a contracdo da
vesicula e expulsando mais ovos em diregdo ao intestino, aumentando assim a
sensibilidade do teste coproparasitoldgico.

A prevaléncia semelhante para machos e fémeas e maior em adultos é
concordante com Ramos et al. (2013). A associacao da prevaléncia a idade era um fato
esperado por si, por dois motivos: 1) porque o habito do carnivorismo em gatos jovens
comeca a se manifestar entre a terceira e a oitava semanas de vida (LOVELACE,
2006); e 2) porque o periodo pre-patente médio para P. fastosum varia de 56 a 60 dias
(MALDONADO, 1945; PINTO et al., 2015). Portanto, a deteccdo de ovos na bile so

ocorreria entre 11 e 16 semanas de idade. Registros de primo-infeccdo ndo foram
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encontrados anteriormente na literatura; portanto, o presente achado da metacercaria
na bile de um gato jovem, sem presenca de ovos, pode ser caracterizado como primo-
infeccdo de P.fastosum. Associacdo da prevaléncia com a procedéncia especifica dos
animais ndo foi possivel no presente estudo, pois 0s dados nem sempre estavam
disponiveis no CCZ.

A predominancia de individuos assintométicos dentre os infectados com P.
fastosum estd de acordo com a literatura. Em ampla revisdo bibliogréfica, Basu e
Charles (2014) citaram que sinais clinicos severos dependem da intensidade de carga
parasitaria, conceito ja definido no estudo de trematodiases humanas (MAIRIANG et
al., 1992), e da resposta imune do individuo (BIELSA; GREINER, 1985). Em
humanos infectados com até 100 espécimes de C. sinensis, hd nenhuma ou poucas
manifestacdes clinicas; com cargas moderadas, de até 1000 trematodeos, pode ocorrer
febre, diarreia, perda de apetite, rash cutaneo, edema, cegueira noturna, ascite e
hepatomegalia (KEISER; UTZINGER, 2009). Esses autores ainda citaram que em
altissimas cargas, de até 25.000 espécimes de C. sinensis, foram relatadas dores
abdominais agudas e se seguiram as complicac¢Ges cronicas como obstrugdes biliares,
colangite, hepatite, colecistite, pancreatite e abscessos. Sobre P. fastosum, os relatos
publicados sempre mostraram situacfes graves, com anorexia, vomito, dor abdominal,
ictericia generalizada, alteracbes em bioquimica sérica e em exames de imagem, que
em geral evoluiram para 6bito a despeito de tratamento clinico e cirirgico, mesmo em
gatos jovens e com baixa carga parasitaria (SAMPAIO et al., 2006; XAVIER et al.,
2007; CARREIRA et al., 2008; DANIEL et al., 2012; ANDRADE et al., 2012;
MONTSERIN et al., 2013; SOUSA FILHO et al., 2015; JESUS et al., 2015). Estudos
sobre a imunopatologia de O.viverrini explicam que, pelo mesmo habitar os ductos
biliares e raramente invadir o parénquima hepatico, ha minima resposta imune celular
e pouco contato com tecido linfoide, consequentemente pouca resposta imunolégica
inicial  (WONGRATANACHEEWIN et al.,, 2003). Contudo, em infecgdes
experimentais, foi possivel observar os niveis de anticorpos subindo em um periodo de
8 a 14 dias. Wongratanacheewin et al.(2003) explicaram que deve haver liberagdo de
antigenos soluveis pela cuticula do trematddeo, que séo absorvidos pelo epitélio biliar,
gerando resposta imune especifica.

A razdo de prevaléncia (risco relativo) nao foi anteriormente calculada em

outros estudos de P. fastosum. O odds ratio calculado neste trabalho foi de 8,8 —
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semelhante ao encontrado por Rodriguez-Vivas et al., (2004) no México — mas o valor
foi desprezado para efeito de analise, por ser mais indicado para inquéritos de
morbidades de baixa prevaléncia e estudos de caso-controle, pois pode exacerbar a
estimativa de risco em estudos transversais (SCHMIDT; KOHLMANN,2008). As
analises de risco envolvendo trematddeos costumam associar sua infecgcdo crénica ao
desenvolvimento de neoplasias especificas. Na Asia, o0 CCA, rara neoplasia do epitélio
biliar, ocorre 5 vezes mais em humanos infectados por O.viverrini, sendo que em altas
cargas parasitarias o risco aumenta para 15 vezes (HASWELL-ELKINS et al., 1994
apud FURST, 2012); e de 6 a 13 vezes mais em infectados por Clonorchis sinensis
(CARDINALE et al., 2010). No Egito, estudo de caso-controle sugeriu risco 3 vezes
maior de desenvolvimento de cancer de bexiga em humanos portadores cronicos de
Schistosoma haematobium (BEDWANI et al., 1998). Em gatos, o CCA tem sido
descrito e sugerida a associacdo a infeccdes crénicas por trematddeos biliares, como
C.sinensis (HOU, 1964) e P. fastosum (SANTOS et al., 1981; ANDRADE et al.,
2012).

A carga parasitaria de P. fastosum recuperada foi considerada baixa a
moderada (1-219), representando de 8 a 26% da carga maxima relatada na literatura
nacional (FERREIRA et al., 1999; ISHIZAKI et al., 2006; RAMOS et al., 2013).
Entretanto, foi superior aos achados de Torres e Pinto (1936), que encontraram carga
méaxima de 12 espécimes, e de Foley (1994), que estabeleceu ponto de corte de 125
espécimes, além do qual a carga seria considerada alta. Comparada aos estudos com
O.viverrini em humanos, a carga também foi considerada baixa a moderada, conforme
Sithithaworn et al. (1991), que registraram 0 maximo de 2.946 espécimes a necropsia
de um individuo e, a partir de uma série de 181 casos, estabeleceu seis classes de carga
parasitaria (0, 1-50, 51-100, 101-200, 201-400, >400), correlacionadas diretamente
com as faixas etarias do estudo. Nos relatos de casos clinicos de P. fastosum,
publicados no Brasil e no exterior, raramente se faz contagem de carga parasitaria.
Recentemente, em um caso na Bahia (JESUS et al., 2015), foram recuperados 18
espécimes de P. fastosum para identificacdo. Segundo estudos de associacdo, seria
possivel estimar a carga parasitaria do hospedeiro a partir de analise fecal quantitativa:
uma contagem de 10.000 OPG equivaleria a uma carga média de 100 trematddeos da
especie O.viverrini em humanos (ELKINS et al., 1990; ELKINS et al., 1991). A baixa
densidade de trematddeos na vesicula biliar também é um resultado esperado, segundo
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Sithithaworn et al. (1991). No presente estudo porém, deve-se levar em consideracao
certa imprecisdo na recuperacdo da carga parasitaria, uma vez que os trematodeos
podem evadir-se através do duodeno, e 0s intestinos ndo foram analisados.

O presente estudo esteve entre 0S poucos estudos transversais nacionais
sobre P. fastosum que exploraram a patologia (TORRES; PINTO, 1936; FERREIRA
etal., 1999).

As presentes alteraces macroscopicas do figado e vesicula foram
consideradas leves, quando comparadas as publicacBes nacionais. As principais
alteracdes macroscopicas relatadas em estudos de necropsia compreenderam ictericia,
hepatomegalia, dilatacdo de ductos biliares (ao corte) e distensdo da vesicula
(FERREIRA et al., 1999; SAMPAIO et al., 2006; CARREIRA et al., 2008; VIEIRA et
al., 2009; HEADLEY et al., 2011; DANIEL et al., 2012; JESUS et al., 2015; SOUSA
FILHO et al., 2015). Torres e Pinto (1936) ndo observaram alteracdes hepaticas
superficiais dignas de nota, apenas ao corte foi evidenciada dilatacdo de ductos
biliares. Em relatos de casos mais graves, achados menos frequentes foram
registrados, como padrao lobular no figado, exsudato catarral nos ductos, ascite, cistos
hepéaticos, espessamento da parede da vesicula, esteatonecrose do péancreas
(CARREIRA et al., 2008; VIEIRA et al., 2009; HEADLEY et al., 2011; DANIEL et
al., 2012; JESUS et al., 2015). No presente trabalho, mesmo nos animais com lesdes
graves, ndo foi observada ictericia amplamente distribuida. O padrdo lobular ou
“figado em noz-moscada” foi citado em 37% dos trabalhos consultados, estando em
geral associado a processos congestivos (MACLAGHLAM; CULLEN, 1990);
entretanto, o achado ndo foi levado em consideracdo neste trabalho, devido a
possibilidade de as congestdes hepaticas serem decorrentes do método de eutanasia. O
espessamento da bile também foi citado na literatura nos casos de P. fastosum;
contudo, no presene trabalho ndo foi encontrada diferenca estatistica do achado entre
infectados e ndo infectados.

Na presente analise da hepatomegalia, observou-se que a faixa de peso
absoluto dos figados dos animais amostrados esteve abaixo do esperado (DYCE et al.,
1987). Os pesos relativos mostraram micro-hepatia e hepatomegalia, mas ndo foi
observada diferenca estatistica entre os pesos de figados de infectados e ndo

infectados. Como muitas comorbidades foram detectadas na presente amostra, uma
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perspectiva seria aplicar uma andlise estatistica multivariada, a fim de tentar relacionar
as diferencas de peso com algum dos fatores de morbidade observados.

As alteragdes histologicas do presente trabalho concordaram com o0s
achados da literatura. Semelhante a Warren et al. (2010), amostras de multiplos lobos
hepéaticos mostraram variabilidade na intensidade das lesGes. No presente trabalho, as
lesbes proximas ao hilo sempre se mostraram mais severas que as periféricas, o que
concorda com os processos de inflamag&o e fibrose mais graves no colédoco e ducto
hepéatico hilares, onde ocorre maior concentracdo de trematddeos. Outros autores
citaram que € incomum se observar o P. fastosum nos cortes histolégicos de figado
(MACLAGHLAM; CULLEN, 1990; CULLEN, 2009). Entretanto, em relatos de
necrdpsia publicados, foi comum se observar o trematddeo no interior de ductos aos
cortes histologicos (SANTOS et al., 1981; FERREIRA et al., 1999; CARREIRA et
al.,2008; VIEIRA et al., 2009; HEADLEY et al., 2011; ANDRADE et al., 2012;
JESUS et al., 2015), provavelmente pela intensidade da carga sitiada no trato biliar.
Mesmo em cargas baixas, alguns autores ja conseguiram registra-los a histologia
(TORRES; PINTO, 1936).

A esteatose hepatica teve uma frequéncia de 50% na amostra do presente
estudo. Segundo Norsworthy (2006), a sindrome da Lipidose Hepatica Felina,
caracterizada por esteatose hepética, é a hepatopatia primaria de maior importancia em
gatos domésticos, decorrente principalmente de anorexia aguda subsequente a
situacOes de estresse (mudanca de territdrio, separacdo do proprietario, introducdo de
animais estranhos na convivéncia). Armstrong e Blanchard (2009) ressaltaram que 0s
periodos de anorexia causadores costumam ser longos (semanas), mas que mesmo
periodos curtos como 2 a 7 dias sdo suficientes para iniciar a lipolise periférica. Os
autores mostraram que a Lipidose Hepatica Felina também pode ser secundaria ao
outras morbidades. No presente trabalho, a estatistica ndo sugeriu associacdo entre a
infeccdo por P. fastosum e a esteatose hepatica nos animais amostrados. A causa da
esteatose hepética nesse estudo muito provavelmente se deveu a anorexia devido ao
estresse da captura e manutencdo dos animais em ambiente de cativeiro. A
predominancia de esteatose microvesicular (78%) se revelou um fato intrigante, uma
vez que decorre de um processo mais grave, associado a defeitos mitocondriais,
podendo estar relacionada toxicidade por farmacos, como por acetoaminofeno
(CULLEN, 2009). Quanto a degeneracgdo hidropica, considerada por Hibscher (2006)
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como trago marcante da esteato-hepatite em humanos, ndo mostrou associagdo com a
presenca de esteatose na amostra estudada.

Ferreira et al. (1999) citaram a congestdo dos espagos portais e
ocasionalmente dos sinuséides hepaticos. No presente trabalho, foram observadas
congestdes centrolobulares e dilatacdo de sinusdides hepaticos, que mostraram maior
frequéncia, e teoricamente estatisticamente significante, em gatos infectados por P.
fastosum. Antes de aceitar que o achado pudesse realmente ser efeito da infeccgéo,
examinou-se 0 método de eutanasia como um possivel confundidor da andlise
estatistica. Desta forma, concluiu-se que a significancia do achado pode ter sido
decorréncia de erro tipo | (rejeitar HO quando a mesma é verdadeira).

Na maioria das publicagbes sobre P. fastosum consultadas, a principal
alteracdo histologica citada foi a fibrose periductal (colédoco), seguida da inflamacao
mononuclear (colangite cronica). A gravidade da resposta inflamatéria tem se
mostrado menor em infecgdes crénicas do que em agudas, sugerindo imunomodulacéo
(SRIPA; KAWEKES, 2000). A fibrose periportal, hiperplasia glandular, a dilatagdo de
ductos e a inflamacdo polimorfonuclear foram citadas moderadamente, e com menos
frequéncia foi relatada colestase, proliferacdo ductular, necrose de hepatdcitos,
espessamento de parede biliar, congestdo portal, hemossiderose e massas neoplasicas
(TORRES; PINTO, 1936; O’SULLIVAN et al., 1976; TAYLOR; PERRI, 1977;
OGASSAWARA et al., 1980; SANTOS et al., 1981; ZAMRII-SAAD et al., 1984;
FERREIRA et al., 1999; SAMPAIO et al., 2006; XAVIER et al., 2007; CARREIRA et
al., 2008; FILGUEIRAS et al.,, 2008; VIEIRA et al., 2009; MIM et al., 2010;
HEADLEY etal., 2011; DANIEL et al., 2012; ANDRADE et al., 2012; MONTSERIN
et al., 2013; SOUSA FILHO et al., 2015; JESUS et al., 2015). O presente estudo teve
como principais alteracdes histologicas a fibrose periductal (61,4%); a inflamagéo
mononuclear periportal (45,6%); a hiperplasia glandular do colédoco (38,7%); a
hiperplasia mucosa no colédoco (22,8%), e a fibrose na vesicula (37%). A fibrose
periportal leve mostrou uma tendéncia a significancia, o que sugere tempos de
infeccdo relativamente curtos. As demais alteracdes foram menos frequentes (atrofia
do epitélio ductal, fibrose hepética, proliferacdo ductular, infiltrado inflamatério na
vesicula, dentre outras). A proliferacdo ductular mostrou associagdo com a carga
parasitaria, concluindo que foi observada uma intensidade parasitaria capaz de causar

obstrucdo biliar. Massas neoplésicas ndo foram detectadas no presente estudo e a
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hemossiderose nao foi investigada. Considerando a inflamagdo mononuclear, com
predominancia de macréfagos nos estadios iniciais, h& necessidade de uma
investigacdo imuno-histoquimica posterior para a caracterizacdo dos subtipos de
macrofagos envolvidos neste processo. Bility e Sripa (2014) observaram
predominancia de macréfagos M2 em infecgdes cronicas por O.viverrini na Tailandia.
Os macrofagos M2 estdo envolvidos na resposta Th2, com consequente fibrose e
atividade proliferativa no microambiente tumoral em vérias doengas, incluindo o CCA
(BILITY; SRIPA, 2014).

Segundo informacdes reunidas por Clark et al. (2011), as colangites sdo as
patologias hepatobiliares mais comuns em gatos domésticos, apresentando prognostico
bom na maioria dos casos, exceto em situacfes de comorbidades que contribuam para
0 aumento da mortalidade. Ainda conforme esses autores, alteracfes extra-hepéticas
relatadas em gatos com colangite compreendem pancreatite e doenca inflamatoria do
intestino grosso; a Ultima, de patogénese obscura, tendo como hipdtese o refluxo de
bactérias entéricas pelos ductos biliares extra-hepaticos comuns. No presente trabalho,
ndo foi realizada a analise microscopica extra-hepatica; contudo, a analise
macroscépica in situ do pancreas ndo revelou alteracdes que sugerissem afec¢do do
orgédo.

De uma forma geral, comparando-se a infeccdo por O. viverrini em
humanos, igualmente ha auséncia de lesdes e sintomas em infeccBes recentes ou leves,
e em altas cargas parasitarias 0s achados sdo extremamente semelhantes: afeccdo
principalmente do figado, com hepatomegalia; dilatacdo de ductos, hiperplasia
glandular e fibrose periductal; e infiltrado inflamatorio, principalmente mononuclear
(SRIPA, 2003). Baseado em ampla revisdo de literatura, esse autor também ressalta
que ndo se acompanham as lesfes extra-hepaticas com a mesma atengdo. Apenas em
infeccBes com grande intensidade de carga parasitaria foi possivel detectar alteracoes
na vesicula biliar, como dilatagéo, espessamento nas paredes e na bile, e presenca de
trematodeos no colédoco extra-hepatico e pancreas (SRIPA et al.,, 2003). Tal
observagdo corrobora os resultados do presente trabalho, os quais demonstraram
alteracbes minimas na vesicula biliar, exceto em um animal, o que tinha a carga
parasitaria maxima encontrada no estudo. Sobre outras alteracdes, Sripa et al. (2003)
ainda compilam trabalhos que mostram que néao foi encontrada relacédo entre colelitiase

e a infeccéo parasitaria. Os calculos biliares séo raros em todas as espécies domésticas,
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ocorrendo apenas em casos de obstrucdo biliar e precipitacio dos componentes
soluveis da bile (MACLAGHLAM; CULLEN, 1990). Ocasionalmente, os ovos de O.
viverrini que possam ter acesso ao parénquima hepatico podem causar reacdo
granulomatosa (SRIPA, 2003).

No tocante ao potencial tumorigénico dos trematodeos biliares, a Agéncia
Internacional para Pesquisa do Céncer (IARC) incluiu os trematodeos biliares no
Grupo 1 da lista de carcindgenos humanos (considerados agentes com vasta evidéncia
de risco carcinogénico). Um grupo de pesquisadores da Tailandia, pais de alta
prevaléncia de trematddeos biliares e de maior incidéncia de CCA, vem pesquisando a
patogenicidade de O.viverrini e C.sinensis por pelo menos 25 anos. Sripa et al.(2012)
relataram que o CCA induzido O.viverrini é decorrente de “uma tempestade de
estimulos carcinogénicos”, incluindo 1) a injiria mecanica cronica das ventosas dos
trematodeos, causando ulceracdo cronica e estimulacdo da regeneracdo tecidual; 2) as
secrecOes parasitarias, que estimulam a liberacdo de IL-6 e IL-8 pelos colangidcitos; 3)
a secrecdao da granulina, estimulando a proliferacdo de células do hospedeiro
(superexpressao de genes reguladores de proliferacdo celular) ; 4) o constante estimulo
a regeneracdo tecidual, com consequente fibrose, e 5) os infiltrados inflamatorios
mononucleares e espécies reativas do oxigénio. Sripa et al. (2012) citaram que a
hiperplasia mucosa esta na primeira fase do modelo inflamatério induzido por infec¢do
por trematddeos, seqguida de metaplasia, hiperplasia glandular e por Gltimo fibrose
periductal. A fibrose periductal crbnica é considerada como evento precursor para o
desenvolvimento do CCA no modelo hamster, tendo sido igualmente detectada em
seres humano cronicamente infectados por O.viverrini (SRIPA et al., 2012). No
presente trabalho, ndo foram detectadas massas neoplasicas nem alteragdes displésicas
no epitélio biliar intra-hepatico. Nenhuma suspeita de tumores hepaticos foi levantada.
Apesar disso, foi observada alta frequéncia e significancia estatistica de hiperplasias
mucosas, principalmente no colédoco. Alteragfes pre-neoplasicas na vesicula biliar
ndo puderam ser precisamente avaliadas devido ao destacamento do epitélio de sua
mucosa pela rapida autolise post mortem; contudo, ndo foram observadas alteraces
invasivas nas camadas subjacentes ao epitélio da vesicula, corroborando a néo
ocorréncia desta neoplasia na presente amostra. Entretanto, a expectativa de vida da
amostra provavelmente ndo é longa o suficiente para permitir o processo de

carcinogénese do CCA associado a infec¢do parasitaria por P. fastosum.
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O presente estudo apresentou os primeiros dados epidemioldgicos de
infeccdo pelo trematddeo dicrocelideo P. fastosum em gatos no municipio de
Maracanaul, Ceara, regido nordeste do Brasil. Associacdo da prevaléncia com a
localizagdo especifica dos animais no municipio nédo foi possivel, pois este dado nédo
estava precisamente disponivel nos registros do CCZ. Uma possivel associacdo da
infeccdo com o0 sexo dos animais talvez tivesse sido possivel se a distribui¢do do sexo
na amostra fosse mais uniforme, devido a dificuldade na captura dos individuos
machos. A contagem da carga parasitaria pode ndo ter sido precisa, pois existiu a
possibilidade de evacuacdo de trematodeos pelo colédoco até o duodeno, e 0s
intestinos ndo foram coletados nem examinados. Uma parte da amostra foi composta
por individuos portadores de comorbidades infecciosas ou neoplésicas, 0 que pode
gerar questionamentos sobre a resposta fisiopatolégica dos hospedeiros aos parasitas.
As alteracdes circulatorias no figado ndo puderam ser precisamente avaliadas, devido
a influéncia do método de eutandsia. Indicios de coincidéncia da Sindrome da
Lipidose Hepética Felina com outras morbidades foram observados, e possivelmente
as lesdes foram decorrente do estresse de captura e cativeiro dos animais da amostra, e
podem ter influenciado a resposta inflamatdria observada.

Trabalhos publicados no Brasil tentaram associar o CCA felino ao P.
fastosum (SANTOS et al., 1981; ANDRADE et al., 2012). No trabalho de Santos et al.
(1981), os afetados eram gatos idosos, achados proporcionalmente compativeis com a
idade de risco descrita por Sripa (2003). Andrade et al. (2012) caracterizaram CCA em
27% (3/11) de gatos parasitados por P. fastosum, com idades de 8 a 20 anos, em um
estudo retrospectivo na Paraiba. Observa-se que o CCA somente foi detectado em
gatos de idade avancada; entdo, essas informagdes corroboram que a neoplasia é
comum em hospedeiros adultos com infeccdo cronica (7 a 15 anos no caso de
humanos) (Sripa, 2003). Em infecc¢Bes crbnicas, as hiperplasias epitelial e glandular e
a fibrose periductal s@o consideradas lesdes precursoras de CCA (Sripa 2003). Nos
gatos de Maracanau, foram observadas tais lesGes; no entanto, gatos de vida livre tém
baixa expectativa de vida. Segundo Ogan e Jurek (1997), a longevidade de gatos
domésticos de vida livre é estimada em 4 a 5 anos de idade, enquanto gatos
domiciliados podem viver mais de 15 anos. Portanto, era esperado ndo se detectar

lesGes neoplésicas nos animais desta amostra.
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7. CONCLUSOES

O trematodeo dicrocelideo P. fastosum estd presente no municipio de
Maracanau, Ceara, e possui prevaléncia moderada, principalmente em gatos nao
domiciliados. Animais adultos, provavelmente, por terem maior tempo de exposicao
ao agente, mostraram maior prevaléncia que 0s jovens.

A carga parasitaria detectada foi considerada leve a moderada. A maioria
dos gatos infectados mostrou sinais clinicos discretos, que se tornavam mais severos
de acordo com a quantidade de tremat6édeos albergados pelos ductos biliares. A carga
parasitaria maxima encontrada ndo foi significativamente associada as lesdes
observadas, constatando-se que a cronicidade da infeccdo e o status imune do
hospedeiro também sdo fatores decisivos na morbidade desta infecgao.

O risco de desenvolvimento de colangites, colecistites e hepatites foi trés
vezes maior nos animais infectados. Os achados anatomo-patolégicos variaram de
leves (colangites leves) a graves (colangio-hepatites e colecistites crénicas). Os
infiltrados inflamatdérios mononucleares, em variados graus, foram os achados de
maior frequéncia a histopatologia. O ducto colédoco intra-hepéatico foi o 6rgdo mais
afetado nos gatos infectados por P. fastosum.

LesBes microscopicas consideradas precursoras de CCA foram detectadas,
mas nenhum tumor foi diagnosticado. A idade dos hospedeiros e o tempo de suas
infeccbes ndo foram suficientes para desenvolver neoplasias, embora o risco esteja
presente.

Outras metodologias de estudos patoldgicos, envolvendo imuno-
histoquimica e técnicas de biologia molecular, estdo disponiveis e podem ser utilizadas

para melhor caracterizar a infec¢ao por P. fastosum no municipio.
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APENDICE A — INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS CLINICOS E
ANATOMOPATOLOGICOS

PROJETO Platynosomum fastosum — PILOTO EXPERIMENTAL
FICHA DE COLETA DE DADOS CLINICOS E PATOLOGICOS

N° de ID: Pelagem:

Peso (kg): Data da necrdpsia:

Sexo O Macho O Fémea

Faixa etdria O Jovem 0O Adulto O Meia-idade

Escore Corporal O Caquético O Magro O Normal O Sobrepeso

Coloragdo mucosas/pele/palatol] Normal [ Ictérica Descri¢do
Semiologia figado [0 Normal [0 Hepatomegalia

Coleta figado /vesicula biliar/pancreas] Sim O N3o Obs:

MACROSCOPIA FIGADO

Peso (g) :

COR [0 NORMAL (Vermelho-acastanhado) O Ictérico O Palido [ Congesto ONecrético (|
Esteatose [ Outros

TAMANHO O Normal O Aumentado O Diminuido
CONSISTENCIA O Normal (Friavel) O Firme [ Duro [0 Em autdlise

SUPERFICIE [ Lisa O Aspera/Granular [ Depressdes O Protuberéancias O

PRESENCA DE LESOES? O N3o [OSim (Forma, cor, tamanho, consisténcia, superficie, margens, distribui¢do)
PRESENCA DE TREMATODEOS NAS VIAS BILIARES? [ Sim O Nio

Intensidade Parasitaria O Baixa [ Moderada O Alta

MACROSCOPIA VESICULA BILIAR

Medidas (cm) X X Espessura da parede (mm)
SEROSA [ Lisa [ Espessada [ Adelgacada O Enrugada O Irregular
MUCOSA Cor OTipica O Palida O Congesta O Necrética

Contetdo [ Repleta O Vazia/Flacida

O Bile normal (fluido) O Bile espessada O Célculos O Trematddeos
Quantidade de célculos/trematdédeos

Lesées ? [ N3o [ Sim (Ulceras / hiperemia / estrias / outros )

COLEDOCO [0 Normal O Dilatado [ Parede espessada [ Mucosa hiperémica O

MACROSCOPIA PANCREAS

Peso (g) :

COR [0 NORMAL (Rosa acinzentado) [ Ictérico O Palido [ Congesto CINecrético O
Esteatose [ Outros

TAMANHO O Normal O Aumentado O Diminuido
CONSISTENCIA O Normal (Friavel) O Firme O Duro 0 Em autdlise

SUPERFICIE O Lisa O Aspera/Granular O

PRESENCA DE LESOES? O N3o [OSim (Forma, cor, tamanho, consisténcia, superficie, margens, distribui¢do)
PRESENCA DE TREMATODEOS NAS VIAS BILIARES? I Sim O N3o

Intensidade Parasitaria O Baixa [ Moderada O Alta

Lesdes ? [ Nizo [ Sim (Ulceras / hiperemia / estrias / outros
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INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

FICHA DE AVALIACAO MICROSCOPICA (Warren et al., 2010)

N° identificagdo

Faixa etaria

Positivo para P. fastosum?
Carga parasitaria
Quadro clinico

Sexo
Pelagem
Osim (Ovos / parasitas adultos)
ducto cistico; intra-hepatico;

HISTOLOGIA FIGADO

1) Inflamagdo

2)  Fibrose

3)  Proliferagdo ductular (pd)
[ Grau 1 (1-2 ductos biliares/area portal)
[ Grau 2 (pd leve; 2-3 ductos biliares/area portal)

CONCLUSAO

O predominantemente Mononuclear OPolimorfonuclear OOMista
O Infiltrado polimorfonuclear nos lumens biliares

O Grau 0 (sem inflamagdo; <5 cels inflamatdrias/area portal; maioria dos tratos sem infiltrados)

O Grau 1 (inflamagdo leve; >5 e <20 cels inflamatérias/adventicia da drea portal; envolvimento
inconsistente de triades portais)

[ Grau 2 (inflamagdo moderada; >20 e <75 cels inflamatdrias/adventicia da area portal;
afetando a maioria das triades portais)

O Grau 3 (inflamag3o grave; >75 cels inflamatdrias/adventicia da area portal; envolvimento
difuso das triades portais)

O Grau 1 (sem fibrose)

[ Grau 2 (fibrose leve; TC distribuido irregularmente ao redor das triades portais, sem septos)

[ Grau 3 (fibrose moderada; TC distribuido difusamente ao redor das triades, presenca de
septos, auséncia de pontes)

[ Grau 4 (fibrose severa; TC distribuido difusamente ao redor das triades, presenca de pontes
e nddulos)

O Grau 3 (pd moderada; 4-6 ductos biliares/area portal)
[ Grau 4 (pd severa; > 7 ductos biliares/area portal)

O NORMAL [ Colangite neutrofilica [ Colangite linfocitica
[ Colangite destrutiva [ Colangite crénica associada a Pf

HISTOLOGIA DE VESICULA BILIAR (Sripa et al., 2003)

Table 1
Main histopathologic features of the gallbladder diseases and grading coteria
Histopathology Grading catenia
1. Inflammation 0 = minimal, 1 = mild (chronic), 2 = moderate (chronic), 3 = severe chronic
mnfl with lymphoid aggregation, 4 = acute inflammation
2. Mucous gland hyperplasia 0 = absent, 1 = one group of mucous gland, 2 = two o1 more groups, 3 = numerous
3. Mucosal atrophy or hyperplasia 0 = atrophy, | = no awophy or hyperplasia, 2 = mild, 3 = modesate to severe hyperplasia
4. Goblet cell metaplasia (0 = absent, 1 = single o1 discrete groups, 2 = two or more groups, 3 = diffuse
4. Rokitansky—Aschoff sinus (0 = absent, | = one sinns, 2 = two or more simuses, 3 = numerous
6. Fibrosis (0 = absent, | = mild, 2 = modesate, 3 severe fibrosis with smooth muscle hypertrophy
7. Epithehal dysplasia () = absent, | = small fori, 2 = twe or more foci, 3 = diffuse
8. Carcinoma 1 = primary carcinoma, ? = metastatic carcinoma
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ANEXO A — Protocolo de aprovacdo de projeto no Comité de Etica em Pesquisa

Animal da Universidade Federal do Ceara

Universidade Federal do Ceara
Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagéo
n°40/14, sobre o projeto intitulado: “PREVALENCIA E PATOGENESE
ASSOCIADAS A INFECGCAO NATURAL POR PLATYNOSOMUM FASTOSUM
(DIGEA: DICROCOELIDADE) EM GATOS DOMESTICOS NAS CIDADES DE
FORTALEZA E MARACANAU. CEARA”, de responsabilidade de Luciano
Pamplona de Goes Cavalcanti, esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagcdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéao
Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisséao
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunigo realizada em 16 de maio
de 2014.

Fortaleza,26 de maio de 2014.

Profa. Dra. Nylanegfaria Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissao ée Etica em Pesquisa Animal — CEPA
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ANEXO B - Termo de cooperacdo com a Secretaria de Saude de Maracanau

para realizacdo da pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE SAUDE COMUNITARIA

Fortaleza, 24 de fevereiro de 2014.

De: Programa de Pés-graduagao em Patologia/UFC
Para: Secretdrio Municipal de Saide de Maracanai
Senhor Francisco Torcipio Vieira da Silva

Assunto: Solicitacdo de colaboragio em Projeto de Pesquisa

Caro Senhor Francisco Torcapio Vieira da Silva,

Estou orientando a aluna Roberta da Rocha Braga (médica veterindria) no mestrado em
Patologia da Universidade Federal do Ceard, com o trabalho intitulado: “Prevaléncia e patogénese

associadas a infecgdo por Plat fa (Digenea: Dicrocoeliidae) em gatos domésticos™.

Para realizacdo desse trabalho precisaremos de uma importante coopera¢do com o Centro de
Controle de Zoonoses de Maracanaii (CCZ), com a realizagdo de necropsias de gatos domésticos;
assunto esse ja tratado pessoalmente com a veterinaria responsavel pelo local.

Para o desenvolvimento do projeto estd previsto o acompanhamento das eutandsias habituais
de gatos domésticos no CCZ, com necropsias subsequentes, pelo periodo de 15 meses, a contar do més
de abril/2014, quando deve ser realizado o piloto do protocolo, ou do primeiro més subsequente i
aprovagio do projeto junto ao Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara
(CEUA-UECE).

Desta forma e acreditando que seremos atendidos, me coloco a disposi¢do para esclarecer os
aspectos que forem necesséarios. Quaisquer esclarecimentos adicionais, favor entrar em contato direto
comigo (99878969) ou com a responsdvel pelo Projeto, a Médica Veteriniria Roberta Rocha
(99779704).

Atenciosamente,

r \) (\ - /"“
,\\E‘C\w} M\/\
" e

Prof. Dr. Luciano Pamplona de Gées Cavalcanti
Departamento de Satide Comunitaria da UFC
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ANEXO C - RESOLUCAO CFMV N° 1000, 11/05/2012.

Dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais e da outras
providéncias.

O CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA - CFMV -, no uso das
atribuigdes Ihe conferidas pelo artigo 16, alinea ‘f*, da Lei n® 5.517, de 23 de outubro
de 1968,

considerando que a eutanasia é um procedimento clinico e sua responsabilidade
compete privativamente ao médico veterinario;

considerando a competéncia do CFMV em regulamentar, disciplinar e fiscalizar o
exercicio da Medicina Veterinaria;

considerando a crescente preocupacao da sociedade quanto a eutanasia dos animais e a
necessidade de uniformizacdo de metodologias junto a classe médico-veterinaria;
considerando a diversidade de espécies envolvidas nos procedimentos de eutanasia e a
multiplicidade de métodos aplicados;

considerando que a eutanasia é um procedimento necessario, empregado de forma
cientifica e tecnicamente regulamentada, e que deve seguir preceitos éticos
especificos;

considerando que 0s animais submetidos a eutanésia sdo seres sencientes e que 0s
métodos aplicados devem atender aos principios de bem-estar animal,

RESOLVE:

Art. 1° Instituir normas reguladoras de procedimentos relativos a eutanasia em
animais.

Art. 2° Para os fins desta Resolucgdo, eutanasia é a inducdo da cessacao da vida animal,
por meio de método tecnicamente aceitavel e cientificamente comprovado, observando
0s principios éticos aqui definidos e em outros atos do CFMV.

CAPITULO |

DAS DISPOSICOES GERAIS

Art. 3° A eutanésia pode ser indicada nas situacées em que:

| - 0 bem-estar do animal estiver comprometido de forma irreversivel, sendo um meio
de eliminar a dor ou o sofrimento dos animais, 0s quais ndo podem ser controlados por
meio de analgésicos, de sedativos ou de outros tratamentos;

Il - 0 animal constituir ameaca a satude publica;

I11 - 0 animal constituir risco a fauna nativa ou ao meio ambiente;

IV - 0 animal for objeto de atividades cientificas, devidamente aprovadas por uma
Comisséo de Etica para 0 Uso de Animais - CEUA;

V - o tratamento representar custos incompativeis com a atividade produtiva a que o
animal se destina ou com os recursos financeiros do proprietario.

Art. 4° S&o principios basicos norteadores dos métodos de eutanasia:

| - elevado grau de respeito aos animais;

Il - auséncia ou reducdo méxima de desconforto e dor nos animais;

I11 - busca da inconsciéncia imediata seguida de morte;

IV - auséncia ou reducdo maxima do medo e da ansiedade;

V - seguranca e irreversibilidade;

VI - auséncia ou minimo impacto ambiental;

VII - auséncia ou reducdo maxima de risco aos presentes durante o procedimento;
VIII - auséncia ou reducdo maxima de impactos emocional e psicoldgico negativos no
operador e nos observadores;
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Art. 5° E obrigatdria a participacdo do médico veterinario na supervisio e/ou execucao
da eutanasia animal em todas as circunstancias em que ela se faca necessaria.

Art. 6° O médico veterinario responsavel pela supervisdo e/ou execuc¢do da eutanasia
devera:

| - possuir prontuario com os métodos e técnicas empregados, mantendo estas
informacdes disponiveis para fiscalizacdo pelos érgdos competentes;

Il - garantir o estrito respeito ao previsto no artigo 4

I11 - ser responsavel pelo controle e uso dos farmacos empregados;

IV - conhecer e evitar os riscos inerentes do método escolhido

para a eutanasia;

V - prever a necessidade de um rodizio profissional, quando houver rotina de
procedimentos de eutandsia, com a finalidade de evitar o desgaste emocional
decorrente destes procedimentos;

VI - garantir que a eutanésia, quando nao realizada pelo médico veterinario, seja
executada, sob supervisdo deste, por individuo treinado e habilitado para este
procedimento;

VI - esclarecer ao proprietario ou responsavel legal pelo animal, quando houver,
sobre 0 ato da eutanasia;

VIII - solicitar autorizagdo, por escrito, do proprietario ou responsavel legal pelo
animal, quando houver, para a realizacdo do procedimento.

Art. 7° Os animais deverdo ser submetidos a eutanasia em ambiente tranquilo e
adequado, respeitando o comportamento da espécie em questao.

Art. 8° No que se refere a compra e armazenamento de farmacos, salde ocupacional e
a eliminacdo de despojos, a eutanasia deve seguir a legislacdo vigente;

Art. 9° Os animais submetidos a eutanasia por métodos quimicos nao podem ser
utilizados para consumo, salvo em situacGes previstas na legislacdo especifica.
CAPITULO Il

DOS PROCEDIMENTOS

Art. 10. A escolha do método dependera da espécie animal envolvida, da idade e do
estado fisiologico dos animais, bem como dos meios disponiveis para a contencao dos
mesmos, da capacidade técnica do executor, do nimero de animais €, no caso de
experimentacao ou ensino, do protocolo de estudo, devendo ainda 0 método ser:

I - compativel com os fins desejados e de acordo com 0 Anexo | desta Resolucgéo;

Il - seguro para quem o executa;

I11 - realizado com o maior grau de confiabilidade possivel, comprovando-se sempre a
morte do animal, com a declaracdo do 6bito emitida pelo médico veterinario
responsavel;

Art. 11. Em situacOes onde se fizer necessaria a indicagdo da eutanasia de grande
numero de animais, seja por questdes de saude publica ou por questdes diversas, aqui
ndo contempladas, a pratica da eutanésia devera adaptar-se a esta condic¢do, seguindo
sempre 0s métodos indicados para a espéecie em questdo, como previsto no Anexo |
desta Resolugéo.

Art. 12. Nas situagdes em que o objeto da eutanasia for o ovo embrionado, deve-se
seguir 0 que esta previsto no Anexo | desta Resolucéo.

Art.13. A eutanésia de animais geneticamente modificados (AnGMSs) devera seguir o
previsto no Anexo | desta Resolucéo, atentando para o estabelecido na Resolucao
CFMV n° 923, de 13 de novembro de 2009 e outras legislacdes pertinentes.
CAPITULO 11l

DOS METODOS ACEITAVEIS
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Art. 14. Os métodos de eutanasia aceitaveis e aceitos sob restricdo encontram-se
listados no Anexo | desta Resolucéo.

8§ 1° Para os fins desta Resolugdo, métodos aceitaveis sao aqueles que, cientificamente,
produzem uma morte humanitaria, quando usados como métodos exclusivos de
eutanasia.

8 2° Para os fins desta Resolugdo, métodos aceitos sob restri¢do séo aqueles que, por
sua natureza técnica, ou por possuirem um maior potencial de erro por parte do
executor, ou por apresentarem problemas de seguranca, ou por qualquer motivo ndo
produzam uma morte humanitaria. Tais métodos devem ser empregados somente
diante da total impossibilidade do uso dos métodos aceitaveis, constantes do Anexo |
desta Resolucéo.

Art. 15. Sdo considerados métodos inaceitaveis:

| - embolia gasosa;

Il - traumatismo craniano;

I11 - incineragdo in vivo;

IV - hidrato de cloral para pequenos animais;

V - cloroférmio ou éter sulfarico;

VI - descompressao;

VII - afogamento;

VIII - exsanguinacdo sem inconsciéncia prévia;

IX - imersdo em formol ou qualquer outra substancia fixadora;

X - uso isolado de bloqueadores neuromusculares, cloreto de potassio ou sulfato de
magnésio;

XI - qualquer tipo de substancia toxica, natural ou sintética, que possa causar
sofrimento ao animal e/ou demandar tempo excessivo para morte;

XII - eletrocussao sem insensibilizacdo ou anestesia prévia;

X111 - qualquer outro método considerado sem embasamento cientifico.

Paragrafo unico. A utilizacdo dos métodos deste artigo constitui-se em infracdo ética, e
0S €asos omissos devem ser tratados como previsto no artigo 14.

Art. 16. A ndo observancia das regras e principios definidos nesta Resolucao sujeitara
0 médico veterinario a responder processo ético profissional.



