“1\'—__1{-‘5}0_

/
14 o

o UN

& "y
“EVO°

IR

Universidade de Evora - Escola de Ciéncias e Tecnologia

Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

Dissertacédo

Estudo epidemiologico sobre a prevaléncia de filarias
cutaneas em cées e gatos nas regides de Elvas e centro de
Lisboa

Marina Isabel Marques Martins

Orientador (es) | Helder Carola Espiguinha Cortes
Antdnio José Carola Espiguinha Cortes

Rodrigo Alexandre S& da Costa Marques Bom

Evora 2020




\EE.RSIO_

/
14 a~

o UN

& "y
“EVO°

IR

Universidade de Evora - Escola de Ciéncias e Tecnologia

Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

Dissertacédo

Estudo epidemiologico sobre a prevaléncia de filarias
cutaneas em cées e gatos nas regides de Elvas e centro de
Lisboa

Marina Isabel Marques Martins

Orientador (es) | Helder Carola Espiguinha Cortes
Antdnio José Carola Espiguinha Cortes

Rodrigo Alexandre S& da Costa Marques Bom

Evora 2020




RS/
; O‘Y

uy,
1Q

-
< ENOT

P12}

A dissertacdo foi objeto de apreciacdo e discussao publica pelo seguinte juri nomeado
pelo Diretor da Escola de ciéncias e Tecnologia:

Presidente | Margarida Sim@es (Universidade de Evora)

Vogais | Helder Carola Cortes (Universidade de Evora) (Orientador)
Sérgio Eduardo Ramalho Sousa (Escola Universitaria Vasco da Gama) (Arguente)

Evora 2020




A todas as pessoas que lutam pelos seus sonhos...
Que um dia tenham a oportunidade em alcancéa-los.

Assim como eu estou neste momento.



Agradecimentos

Ao meu orientador, o Professor Dr. Helder Cortes, por ter aceite 0 meu pedido e orientado
nesta Ultima fase do curso.

Aos meus orientadores externos, Dr. Rodrigo Bom e Dr. Antonio Cortes por me ajudarem
a crescer na profissdo e a mostrarem a sua perspetiva da mesma.

A toda a minha familia, em especial aos meus pais, que foram 0s meus pilares ao longo
destes anos, por me deixarem voar, por estarem sempre la quando foi preciso, por me
terem conseguido dar esta oportunidade, pois sei que sem eles ndo iria conseguir suportar
0s encargos exigidos. Ao meu irmdo pelos bons conselhos e por me “melgar” como ele
sabe. A minha cunhada Joana por ser uma querida e por estar sempre disponivel. A minha
sobrinha Margarida que alegra sempre a sua tia babada.

Ao meu namorado Nuno por acreditar em mim e pela paciéncia gasta nestes ultimos anos,
por estar do meu lado nos altos e baixos. A amiga Lurdes por me aturar estes anos e
também pelo apoio.

A todos 0s meus companheiros de armas, pois contribuiram para 0 meu crescimento, em
especial aos meus queridos amigos César, Inés e Laura, pela partilha de momentos muito
felizes mas tambeém no desespero de algumas horas. Aos meus colegas de casa Gongalo,
Beatriz, Tiago por terem feito parte da minha familia académica e pelos bons momentos
passados naquela casa. A Raquel e & Nancy pelos bons momentos que passamos no
estagio.

Aos meus amigos de longa data, Tania e Raben por me terem apoiado nesta jornada, e
por estarem sempre prontos para ir beber um copo para relaxar. Ao amigo Francisco, que
também fez parte deste percurso, onde quer que esteja. A minha Verocas, por ter estado
sempre 14, pelos bons momentos, pelas nossas caminhadas de partilha e convivio.

Aos amigos e companheiros da Banda e Orquestra da Sociedade Recreativa de Casainhos,
por me terem recebido sempre de bracos abertos quando estava na “terrinha” para ir dar
“uns toques” no saxofone. Ao maestro e amigo Diogo por todos os conselhos, pelos cafés
ao sdbado de manha e pelo apoio dado ao longo destes anos.

A doutora Andreia, pela disponibilidade e por todas as oportunidades que me
proporcionou muito antes de eu sonhar que ia para a universidade.

Aos doutores Antonio, Rita e Joana por me terem auxiliado a concluir esta Gltima etapa

do curso.



Estudo epidemioldgico sobre a prevaléncia de filarias cutaneas em cées e gatos nas
regides de Elvas e centro de Lisboa

Resumo:

O numero de casos de filariose em animais e humanos tem vindo a aumentar por todo o
mundo. Estes parasitas possuem um ciclo de vida indireto tendo um artropode hemat6fago
como hospedeiro intermediario. O parasita Onchocerca lupi pode afetar cées, gatos e
humanos, provocando sintomas oculares. A espécie Cercopithifilaria spp. é outra filaria
que afeta cdes onde a patogenicidade ainda esta por esclarecer. A regido do mediterraneo
proporciona as condi¢fes para a transmissdo e desenvolvimento dos parasitas no
hospedeiro definitivo, tendo sido reportados casos em Portugal.

O presente trabalho analisou a presenca de microfilarias cutaneas em cées e gatos dos
parasitas Onchocerca lupi e Cercopithifilaria spp. nas regibes de Elvas e centro de
Lisboa. Foi feita a pesquisa dos mesmos através de bidpsias de pele em cées e gatos. Uma
amostra em Lisboa foi positiva para Cercopithifilaria spp..

Palavras-chave: Onchocerca lupi, Cercopithifilaria spp., parasita, biopsia, pele.
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Epidemiological study about prevalence of cutaneous filariasis in dogs and cats on
regions of Elvas and Lisbon's center
Abstract:

The number of cases of filariasis in animals and humans has been increasing worldwide.
These parasites have an indirect life cycle with a hematophagous arthropod as an
intermediate host. The Onchocerca lupi parasite can affect dogs, cats and humans,
causing acute and chronic eye symptoms. Cercopithifilaria spp. is another filarial worm
that affects dogs but her pathogenicity has yet to be clarified. The Mediterranean region
offers conditions for the transmission and development of parasites in the definitive host,
with cases reported in Portugal.

The present work analyzed the presence of cutaneous microfilarial worms in dogs and
cats of the parasites Onchocerca lupi and Cercopithifilaria sp. in the regions of Elvas and
Lisbon. Research was carried out using skin snips in dogs and cats. A sample in Lisbon

town was positive for Cercopitifilaria spp,.

Key words: Onchocerca lupi, Cercopithifilaria spp., parasite, biopsy, skin.
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1 Relatorio de Estagio

O estagio foi composto por duas partes, a primeira desenvolvida em Elvas de setembro a
dezembro de 2019 acompanhando o Dr. Antonio Cortes e a sua equipa no dia-a-dia da
clinica de espécies pecuarias e de pequenos animais.

A segunda fase do estagio de janeiro a marco de 2020, foi na area metropolitana de Lisboa
concentrando a atencdo na pratica clinica de pequenos animais. Esta fase permitiu
consolidar conhecimentos adquiridos na universidade e observar uma realidade
completamente diferente da regido de Elvas (onde os cées sdo muitas vezes animais de
campo estando no monte a guardar o gado ou 0s gatos nos armazéns da palha a evitar
pragas de roedores). Mesmo que haja capacidade econdmica dos produtores para fazer
exames de diagndstico mais especificos e mais caros, ndo é demonstrada a mesma
disponibilidade a fazé-lo. O paradoxo existente entre o0s dois locais onde foi feito estagio,
deve-se muito ao facto do Hospital Veterinario das Laranjeiras ser um hospital localizado
no centro de Lisboa. Nesta zona existe maior nimero de animais de estimacao, um maior
poder econdmico e o valor da relacdo entre tutor e animal de estimacdo tem um grande

peso, permitindo usar técnicas de diagndstico mais precisas e avancadas.

1.1 Clinica Veterinaria de Santo Onofre

Na vertente das espécies pecuarias foram feitas visitas a explora¢des do Alto Alentejo e
Espanha. Foi uma parte muito importante do estagio onde pude observar varias praticas
da medicina veterinaria e consolidar o conhecimento em diversas vertentes. Foram
observados varios tipos de procedimentos na area de espécies pecuérias, nomeadamente:
vacinacao profilatica (leptospirose, clostridiose, doenca de Aujesky, diarreia viral bovina
(BVD), rinotraqueite infeciosa bovina (IBR), clamidiose), tuberculinizacao e colheita de
sangue para diagnostico de brucelose, aplicacdo de implantes hormonais como CIDRs
(Controlled Internal Drug Release) e PRIDs (Progesterone Releasing Intravaginal
Device), sincronizacao de cios em bovinos e caprinos, inseminacao artificial em bovinos,
diagnostico de gestacdo em bovinos por palpacdo transretal e em caprinos pelo uso de
ecografia abdominal, exames androlégicos a touros, procedimentos cirargicos (resolucao
de deslocamento de abomaso, cesariana em bovinos e ovinos, auxilio em partos eutocicos

e distdcicos, fetotomia, resolucdo de prolapsos uterinos e vaginais, descorna de vitelos e
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novilhos) maneio de vitelos no pos-parto, tratamento de diarreias neonatais em vitelos,
tratamento de metrites e retengbes placentarias em bovinos, tratamento de
queratoconjuntivite infeciosa bovina (por Moraxella bovis), necropsias, eutanasias entre
outros.

Na clinica de pequenos animais observaram-se préaticas profilaticas comuns do dia-a-dia
como vacinacdo e desparasitacdo, aplicacdo de microchip de identificacdo eletronica e
registo na plataforma informatica do Sistema de Informacdo de Animais de Companhia
(SIAC). Acompanhou-se o tratamento de patologias cuténeas (atopia canina, dermatite
miliar felina, feridas cutaneas provocadas por mordeduras ou por auto traumatismo (Hot
spot), piodermatites e pododermatites), tratamento de lesGes oculares como ulceras de
cornea em caes, diarreia cronica em cdes, doenca renal cronica em cées e gatos,
insuficiéncia cardiaca congestiva em cdes, tratamento de processos infeciosos como otites
por Malassesia e por &caros (Otodectes cynotis) em cdes e gatos, piometras em cadelas,
diarreias provocadas por Parvovirus em cachorros, infegdes provocadas por Leishmania
infantum em cées, infe¢Bes urinarias em cées e gatos, pratica de exames complementares
como raio-X, uriandlise, citologias, esfregacos de sangue, hemograma e bioquimicas;
procedimentos praticos como aplicagdo de algélias, colheita de sangue para andlises,
colocacéo de cateteres e colocacdo de sistema de soro, puncgéo aspirativa por agulha fina
(PAAF); cirurgias como orquiectomia e ovariohisterectomia em cdes e gatos,
mastectomia em cadelas, correcdo de otohematoma em cdes, herniorrafia perineal,
nodulectomia, destartarizacdo, colocacdo ortopédica de cavilhas de Steinmann, e

eutanasia.

1.2 Hospital Veterinario das Laranjeiras

Foi possivel observar diferentes tipos de patologias em varias areas da clinica de pequenos
animais tais como: neurologia (epilepsia idiopatica canina), oncologia (linfoma
multicéntrico canino, mastocitoma canino, carcinoma mamario felino e canino,
hemangiosarcoma esplénico canino), endocrinologia (pancreatite cronica canina,
hipotiroidismo canino, hipertiroidismo felino, diabetes mellitus canino), dermatologia
(acne felino, piodermatite canina, dermatite atopica canina, pododermatite canina, otite
externa canina e felina), oftalmologia (herpes virus felino, glaucoma canino, ulcera

indolente canina), gastroenterologia (enterite cronica, corpos estranhos), urologia (cistite
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bacteriana canina, urolitiase canina), entre outros. Foram observadas diferentes técnicas
complementares de diagndstico como o raio-X, ecografia, lavagens bronco-alveolares,
hemograma, bioquimicas, urianalise, citologia e esfregaco de sangue. Utilizaram-se
metodologias de tratamento pelo uso de quimioterapia, drenagem de derrames toracicos
e colocacdo de dreno, alimentacdo por tubo de esofagostomia e transfusdo sanguinea.
Houve a observacdo e aplicacdo de procedimentos praticos como colocagédo de cateteres
venosos e algalias urinarias, preparacéo de sistemas de soro, colocacgéo de pensos, colheita
de sangue para analises e PAAF. Ainda foi possivel acompanhar e assistir a cirurgias
eletivas como ovariohisterectomias e orquiectomias em canideos e felideos mas também
outro tipo de cirurgias de tecidos moles como drenagem e correcdo de otohematoma,
gastrotomia enterotomia e remocdo de corpo estranho, mastectomia total e regional,
correcdo de hérnias discais (hemilaminectomias, ventral-slots), destartarizacGes e
extracdo dentéria e, na &rea da ortopedia como correc¢do de fratura de mandibula, avango
da tuberosidade da tibia para correcéo de rutura do ligamento cruzado cranial e amputagéo

de membro anterior.
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2 Introducéo

Nos Ultimos anos o0 nimero de casos de infecdo por filarias em cdes e humanos tem vindo
a aumentar, existindo assim uma crescente preocupagdo sobre este tipo de doenca
(Otranto and Eberhard, 2011; Otranto et al., 2013b). A filariose corresponde a uma
infecdo por parasitas nematodes pertencentes ao filo Nematoda, ordem Spirurida,
subordem Spirurina e familia Filariidae e Onchocercidae (Tahir et al., 2019), causando
doenca nos hospedeiros. Muitos destes agentes causam patologia clinica grave nos
animais, como ¢é o exemplo da espécie mais conhecida Dirofilaria immitis, provocando
patogénese cardiopulmonar (Tahir et al., 2019). Uma das filarioses mais preocupantes
para a saude humana é a causada pela espécie Onchocerca volvulus, afetando mais de
17,7 milhdes de pessoas nas regides tropicais, causando a designada “cegueira dos rios”
(Otranto and Eberhard, 2011; Mutafchiev et al., 2013).

No presente trabalho véo ser abordadas as filarias da espécie Onchocerca lupi (O. lupi) e
Cercopithifilaria spp. Estes sdo agentes de filariose em cées, sendo que o primeiro é
reconhecido como agente de zooantroponose desde 2011 (Otranto et al., 2011b, 2012c;
Gréacio et al.,, 2015). Foram ainda reportados recentemente trés casos de infecdo
parasitaria por O. lupi em gatos (Labelle et al., 2011; Maia et al., 2015).

Estes parasitas sdo caraterizados por apresentarem um ciclo de vida indireto, existindo
um hospedeiro intermediario e o hospedeiro definitivo (Tahir et al., 2019). O hospedeiro
intermediario normalmente é um artropode, suspeitando-se que no caso da espécie O. lupi
sejam moscas do género Simulium e Culicoides, tendo sido identificado nos Estados
Unidos da América (EUA) acido desoxirribonucleico (ADN) de O. lupi em simulideos
(Hassan et al., 2015). No caso das espécies do género Cercopithifilaria os vetores sdo
carracas da espécie Rhipicephalus sanguineus (Tahir et al., 2019).

No caso de O. lupi, as formas adultas localizam-se principalmente no tecido conjuntivo
da esclera e da conjuntiva ocular, podendo provocar sintomas agudos como
lacrimejamento, blefarite, conjuntivite (Labelle et al., 2013). Ainda pode levar a sintomas
crénicos como a formacao de granulomas onde se encontram os parasitas no seu interior,
provocando exoftalmia, conjuntivite, edema periorbital entre outros (Sréter and Széll,
2008). Os sintomas apresentados séo semelhantes nos cées e nos humanos (Otranto et al.,
2011b).

18



As formas adultas de Cercopithifilaria spp. localizam-se no tecido conjuntivo da derme
e a sua patogenia ainda é pouco conhecida. Manifestaram-se alguns casos com lesdes
eritematosas na pele associados a esse parasitismo. Existem suspeitas ainda ndo
confirmadas de que podera ser um agente causal de poliartrite (Gabrielli et al., 2014; Boyd
etal., 2019).

Com ampla distribuicdo geogréfica, os relatos de onchocercose canina tém sido
mencionados em varias partes do globo, nomeadamente na Europa central (Suica,
Hungria, Alemanha), no Sul da Europa (Portugal e Grécia) e nos Estados Unidos (Otranto
et al., 2013b, 2015b). No caso de Cercopithifilaria spp. foram referidos casos de cées
positivos na Europa mediterranica, nomeadamente em Espanha, Portugal e Italia, mas
também na Suica, nos Estados Unidos e no Brasil (Almeida and Vicente, 1984; Otranto
et al., 2013a; Cortes et al., 2014; Boyd et al., 2019).

A regido do mediterrdneo é uma zona propicia para este tipo de doencas, na medida em
que o clima temperado proporciona as condi¢des necessarias para o desenvolvimento dos

hospedeiros intermediarios e consequentemente a transmissao destes parasitas para o
hospedeiro definitivo (Tahir et al., 2019). Nestas regifes aumenta a preocupag¢do nao sé
pelo carater zoondtico, mas também pela possibilidade de propagacdo para areas ndo
endémicas. A facilidade de distribuicdo deve-se também ao facto de muitos destes
parasitas afetarem cdes e gatos que funcionam como reservatorios (Tahir et al., 2019).
Em Portugal j& foram reportados casos de onchocercose canina e felina e
cercopithifilariose canina na zona do Algarve (Otranto et al., 2013d; Cortes et al., 2014;
Maia et al., 2015).

O presente trabalho tem por objetivo fazer uma anélise epidemioldgica da prevaléncia de
filarias cutdneas em cdes e gatos nas regides de Lisboa e Elvas, possibilitando uma
comparacdo entre o ambiente rural e citadino. Feita esta comparacdo, poderdo ser
analisados os possiveis fatores de risco, prevencdo e a compreensdo de possiveis medidas
de controlo para estas infecoes.

Neste estudo, recolheram-se amostras de pele de cées e gatos em ambas as regides. Cada
amostra foi acompanhada de um registo de informagéo de cada animal, nomeadamente a
morada, a espécie, 0 sexo, a idade, a raca, o tipo de alojamento, acesso a rua, 0 numero
de passeios diarios e informacao sobre a desparasitacdo. Para analise das amostras foi

feita a visualizagdo do sedimento obtido de cada amostra com microscopio 6tico a fim de
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identificar microfilarias de forma qualitativa e quantitativa. Posteriormente foram

analisados os resultados e os fatores que possam estar implicados com 0s mesmos.

3 Filarioses em mamiferos

Os filarideos estdo agrupados em duas familias Onchocercidae e Filariidae (Tahir et al.,
2019). Parasitam tecidos e espacos tecidulares de todos os grupos de vertebrados,
exceptuando os peixes (Anderson, 2000).

As especies Dirofilaria immitis e Dirofilaria repens, dos filarideos mais bem
caraterizados, sdo causadores de patologia cardiopulmonar e subcutanea, respetivamente
(Tahir et al., 2019). Afetam canideos domésticos e selvagens mas também sdo agentes
zoondticos. Temos outro exemplo de um agente que afeta tanto carnivoros, leporideos e
humanos, a Thelazia callipaeda provocando thelaziose ocular nos hospedeiros. Existem
outras duas espécies de parasitas com localizacdo subcutdnea em cées, o caso de
Acanthocheilonema dracunculoides e Acanthocheilonema reconditum (Tahir et al.,
2019). Alguns destes parasitas sdo reportados por todo o mundo (exemplo das do género
Dirofilaria com ampla distribui¢do geogréafica), incluindo na Europa (Figura 1) (Otranto
etal., 2013b; Tahir et al., 2019).

Estes parasitas possuem um ciclo de vida indireto, sendo transmitidos ao hospedeiro por
algum tipo de vetor, mais concretamente por artropodes hematédfagos. Alguns vetores dos
filarideos ainda néo séo totalmente conhecidos, o caso de O. lupi em que se suspeita que
0 seu vetor seja a mosca negra (Simulium spp.) (Tahir et al., 2019). Existem ainda outro
tipo de vetores onde estdo incluidas as carragas, transmissoras de filarideos das espécies
Cercophithifilaria spp. e Acanthocheilonema dracunculoides, as pulgas e piolhos vetores
do parasita Acanthochelionema reconditum, os mosquitos que veiculam Dirofilaria spp.
e drosofilideos transmissores de Thelazia callipaeda (Tahir et al., 2019). O presente
trabalho vai abordar a espécie O. lupi, parasita ocular de cées, humanos e possivelmente
gatos e no género Cercopithifilaria spp., filarideo presente no tecido subcutaneo de cdes.
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@ A.reconditum @ Cercopithifilaria spp. @ O.lupi ) T callipaeda

Figura 1- Distribuicdo de Filarideos na Europa das espécies Acanthocheilonema
reconditum, Cercopithifilaria spp., Onchocerca lupi (O. lupi) e Thelazia
callipaeda. Fonte: Otranto et al.,2013b

3.1 Onchocerca lupi

Onchocerca lupi € um parasita pertencente a ordem Spirurida, sub-ordem Spirurina,
familia Onchocercidae e género Onchocerca (Otranto et al., 2013c; Tahir et al., 2019). O
género Onchocerca carateriza-se por apresentar cerca de 30 espécies que tém
maioritariamente como hospedeiros definitivos espécies unguladas (Klei and Rajan,
2006). Dentro do mesmo género, existe uma espécie que tem como hospedeiro definitivo
a espécie humana, Onchocerca volvulus e o caso de O. lupi (uma espécie pouco estudada
com meio século de identificacdo), que se entende ter como principal hospedeiro
definitivo o cdo (Sréter and Széll, 2008; Gracio et al., 2015), tendo sido na Gltima década
reconhecida como zoonose. A origem do género Onchocerca remota a Era geoldgica do
Mioceno, fase em que a maior parte dos hospedeiros definitivos surgem, exemplo dos
cervideos e bovideos (Klei and Rajan, 2006; Sréter and Széll, 2008). O. lupi foi descrito
em 1967 por Rodonaja pela primeira vez, que o encontrou na esclera de um lobo (Canis
lupus cubanensis) na Georgia (Sréter and Széll, 2008). Inicialmente, alguns autores
suspeitavam que a onchocercose canina fosse uma infecdo acidental com localizacdo
ectopica de Onchocerca lineatis, filaria de bovinos com localizacdo caracteristica no
ligamento gastrosplénico (Egyed et al., 2001; Sréter and Széll, 2008; Labelle et al., 2013).

No entanto Egyed et al. caraterizou morfoldgica e molecularmente O. lupi, verificando a
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sua singularidade nas duas areas confirmando a clara distingdo em relacdo aos parasitas
de onchocercose bovina (Egyed et al., 2001). Houve a tentativa de infecdo experimental
de cdes com Onchocerca linealis mas sem sucesso (Zarfoss et al., 2005). O namero de
hospedeiros para as diferentes espécies do género Onchocerca é reduzido, verificando-se
que apenas podera ocorrer infecdo por Onchocerca em hospedeiros acidentais que
apresentem elevada relagédo de proximidade com o hospedeiro definitivo, como é o caso

de Onchocerca volvulus humano identificado num chimpanzé (Sréter and Széll, 2008).

3.1.1 Ciclodevida

Tal como as restantes espécies do genero Onchocerca, O. lupi apresenta um ciclo de vida
indireto, tendo um hospedeiro intermediario e um hospedeiro definitivo (Sréter and Széll,
2008; Gracio et al., 2015). No entanto, pouco se sabe sobre o seu ciclo de vida (Sréter and
Széll, 2008; Hassan et al., 2015). Distingue-se 0 cdo como hospedeiro definitivo uma vez
que foram identificadas fémeas gravidas no tecido conjuntivo ocular (Hassan et al., 2015).
Também foram identificados no tecido periorbital machos adultos e uma grande
quantidade de microfilarias na pele correspondentes a formas larvares imaturas
(Mutafchiev et al., 2013; Otranto et al., 2013c). Existe a possibilidade de outras espécies
do género Canis serem hospedeiros definitivos, no entanto apds o primeiro caso
identificado de O. lupi num lobo, os restantes foram identificados exclusivamente em
cdes (Labelle et al., 2013).

Em 2011 foram reportados dois casos de onchocercose em gatos nos EUA onde se
identificaram fémeas gravidas no tecido ocular dos animais, sugerindo também a
possibilidade dos gatos serem hospedeiros definitivos. No entanto, sendo os dois animais
FeLV positivos e consequentemente imunocomprometidos, esta questdo requer um
estudo mais aprofundado, pois sugere-se que este imunocomprometimento também possa
estar associado a causa de onchocercose felina (Labelle et al., 2011). Também foi feito
um estudo em Portugal onde houve a detecdo de um gato assintomatico com microfilarias
na pele (Maia et al., 2015).

O hospedeiro intermediério deste parasita ndo foi ainda identificado (Hassan et al., 2015).
Estudos indicam que, tal como em outras espécies do género Onchocerca, haja uma forte

possibilidade da mosca negra (Simulium spp.) ser um dos hospedeiros intermediarios
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(Sréter and Szeéll, 2008; Hassan et al., 2015). Nos paises onde foram reportados casos de
onchocercose canina nomeadamente Portugal, Hungria, Alemanha e Suica, existe em
comum uma espécie de mosca negra, Simulium reptans, havendo fortes suspeitas que este
seja um dos possiveis vetores (Otranto et al., 2013b). Nos EUA, foram capturadas moscas
negras da espécie Simulum tribulatum onde se verificou que estas eram positivas para
infecdo por O. lupi, ainda que nédo se tenha identificado o hospedeiro definitivo onde estas
se tinham alimentado, nem tdo pouco o estado de desenvolvimento dessas larvas. A
técnica usada para identificacdo dos nematodes foi por amplificagdo e identificacdo de
ADN do parasita por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), no entanto esta ndo permitiu
diferenciar formas parasitarias viaveis de ndo viaveis bem como formas infetantes das
ndo infetantes (Hassan et al., 2015). Existe também a possibilidade de mosquitos do
género Culicoides, serem hospedeiros intermediarios da espécie O. lupi (Otranto et al.,
2013b), no entanto ndo ha evidéncia cientifica do mesmo fazendo-se apenas uma
extrapolacdo pelo que se sabe dos outros agentes de onchocercose (Otranto et al., 2013c).
Estes possiveis vetores apresentam um ciclo de vida com atividade superior na primavera
e verdo (Maia et al., 2015).

Grande parte das espécies do género Simulium sdo caraterizadas por depositarem 0s 0vos
em zonas aquiferas com agua corrente com alto teor de oxigénio como rios e pequenas
quedas de agua (Hoerauf, 2011). Entre 150 a 600 ovos sdo depositados em rochas e
vegetacdo submersas eclodindo passados 6 a 12 dias (Shearer and Wall, 2001).
Posteriormente as larvas mantém-se em zonas com elevada corrente filtrando pequenas
particulas como algas e bactérias (Shearer and Wall, 2001; Hoerauf, 2011). Estas véo
passar por oito estadios até se tornarem moscas adultas, podendo demorar um periodo
gue vai de algumas semanas a um ano (Shearer and Wall, 2001). Tanto os machos como
as fémeas adultas alimentam-se de néctar de plantas. No entanto, as fémeas de algumas
dessas espécies necessitam de uma fonte proteica adicional para a maturacdo completa
dos ovos, carecendo para isso de ingestdo de sangue sendo as provaveis transmissoras de
O. lupi para o hospedeiro definitivo (Shearer and Wall, 2001). Normalmente as diferentes
espécies ndo se afastam mais do que um raio de cinco quilémetros da zona de eclosdo dos
ovos (Adler and McCreadie, 2019).

O ciclo de vida de grande parte dos nematodes do género Onchocerca é semelhante. O

hospedeiro intermediario, uma mosca hematéfaga ao alimentar-se de sangue do
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hospedeiro definitivo ingere formas larvares imaturas, as microfilarias (L1) que se
desenvolvem no seu interior até ao terceiro estado larvar (L3) que por sua vez é a forma
infetante (McLean et al., 2017). Quando a mosca volta novamente a alimentar-se, inocula
estas formas infetantes L3 para o hospedeiro definitivo (Gréacio et al., 2015; McLean et
al., 2017). O periodo de incubac¢do dentro do hospedeiro definitivo de todas as espécies
de Onchocerca é longo, podendo ser de alguns meses a alguns anos (Otranto et al., 2015b;
Edelmann et al.,, 2018). Esta caracteristica pode justificar o facto de os casos de
onchocercose canina ocorrerem em animais adultos (Sréter and Széll, 2008; Otranto et
al., 2015b).

No caso concreto de O. lupi, as formas adultas do nematode sdo frequentemente
encontradas em nddulos do tecido conjuntivo da esclera, enquanto que as microfilarias
que poderdo infetar os vetores encontram-se localizadas no tecido conjuntivo da pele
(Otranto et al., 2013b, 2013c).

Verificou-se ainda que existe uma elevada correlacdo entre a atividade alimentar do
possivel hospedeiro intermediario e a localizacdo e concentracdo do nematode na pele do
hospedeiro definitivo. A presenca de microfilarias na pele dos cées é superior nas regides
da cabeca e regido interescapular, zonas estas coincidentes com as zonas de preferéncia
de alimentacdo das moscas de Simulium spp. (Otranto et al., 2013c). Verificou-se que
existe um aumento da concentracdo de microfilarias durante a tarde, coincidindo com um
dos periodos de maior atividade alimentar deste possivel vetor (Shearer and Wall, 2001;
Otranto et al., 2013c).

Tal como na maioria das filarias, o ciclo de vida de O. lupi depende de uma bactéria
endossimbionte (Egyed et al., 2002b, 2002a; Landmann et al., 2011). Esta bactéria,
designada por Wolbachia pipientis, € uma bactéria intracelular gram negativa que possui
uma relagdo de simbiose com uma grande variedade de nematodes e insetos (Egyed et al.,
2002a; McLean et al., 2017). Esta é transmitida as microfilarias por via materna, estando
presente em todos os estadios de desenvolvimento dos nematodes (Egyed et al., 2002a).
Existe uma forte relacdo filogenética entre o parasita O. lupi e a bactéria Wolbachia
(Egyed et al., 2002b). Isto deve-se a longa coevolucéo historica e coespeciagdo entre elas
(Egyed et al., 2002b). O. lupi e outras filarias necessitam desta bactéria para 0 seu
desenvolvimento, fertilidade e viabilidade (Egyed et al., 2002a). Detetou-se Wolbachia

endossimbionte em machos, fémeas adultas e microfilarias intrauterinas, estando
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localizadas essencialmente nas cordas laterais da regido da hipoderme destas trés formas
parasitarias (Egyed et al., 2002a). Nas fémeas de O. lupi, Wolbachia ainda foi detetada
nos ovarios, nos odcitos e nos embrides em desenvolvimento (Landmann et al., 2011).
Verificou-se uma distribuicdo desigual das bactérias ao longo do corpo do parasita, ndo
tendo sido identificadas bactérias desta espécie em todas as sec¢des do mesmo (Egyed et
al., 2002a). Reconhecendo a suscetibilidade da bactéria a antibidticos como as
tetraciclinas, existem diversos estudos que analisam esta relacdo simbidtica e a
possibilidade de tratamento indireto da onchocercose canina atuando sobre a bactéria
(Egyed et al., 2002a).

3.1.2 Morfologia

Figura 2 - llustracdo da morfologia das formas adultas de O. lupi. Barra de escala em
pum. Fonte: Mutafchiev et al., 2013.

Legenda: A)Fémea, porcdo anterior, vista lateral. B) Fémea, extremidade cefalica,

vista lateral (B1) e dorsoventral (B2) respetivamente. C) Macho Juncéo esofago-

intestinal. D) Macho, cauda, vista lateral. E) Macho, extremidade posterior, vista

sinistral. F) Macho, espicula direita, vista dextral. G) Fémea, por¢do terminal do

sistema genial.
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3.1.2.1 Machos

Os machos da espécie O. lupi podem apresentar um comprimento de 43-50 milimetros
(mm) e um didmetro de 0,1-0,2 mm (Egyed et al., 2001; Sréter and Széll, 2008). Sao de
coloracdo branca, delgados e frageis (Sréter and Széll, 2008; Otranto et al., 2011a;
Mutafchiev et al., 2013). A extremidade anterior é romba (Egyed et al., 2001). A camada
cuticular apresenta estrias transversas suaves com 4-5 micrémetros (um) de espessura
(Sréter and Széll, 2008). A porcédo da cauda (Figura 2, letra D) mede entre 80-90 um de
comprimento e 50-59 um de diametro (Sréter and Széll, 2008). As papilas caudais sdo
grandes sendo uma pré-anal na linha média ventral, dois pares pré-anais, um par de
perianais e quatro pares de papilas pos-anais (Egyed et al., 2001). Apresentam duas
espiculas (Figura 2, letra E e F). A espicula esquerda apresenta uma curvatura ligeira e
tubular com terminacdo em cunha medindo entre 160-203 um (Sréter and Széll, 2008), e
com uma porc¢éo proximal robusta, amplamente cuticularizada e ligeiramente torcida com
a porcdo terminal chanfrada em forma de l1amina (Egyed et al., 2001). A espicula do lado
direito é nitidamente mais curta medindo 75-94 um de comprimento, curva, tubular, com
uma zona proximal bastante cuticularizada e com a porc¢éo distal afilada (Sréter and Széll,
2008). A parte terminal do macho é enrolada numa volta (Egyed et al., 2001).

3.1.2.2 Fémeas

Dada a dificuldade de extracdo completa de uma fémea do interior dos nddulos, o
comprimento real da mesma nao é conhecida (Sréter and Széll, 2008). No entanto foram
obtidos valores de 100-165mm de comprimento do fragmento mais longo medido até a
data (Sréter and Szell, 2008). Segundo Egyed et al. houve tentativa de extracdo de fémeas
através de tratamentos enzimaticos mas sem sucesso (Egyed et al., 2001). Estas séo de
coloracdo branca como os machos, longas, delgadas e frageis medindo 0,2-0,4 mm de
didmetro (Sréter and Széll, 2008). A extremidade anterior (Figura 2 letra A) é arredondada
envolvida por um escudo cuticular quadrangular que envolve o orificio bucal, zona esta
onde se localiza o primeiro anel de papilas (Egyed et al., 2001). A vulva (Figura 2 letra
G) esta localizada a 638-1000 pm da extremidade anterior (Sréter and Széll, 2008). Possui
vagina retilinea com 24 pm de comprimento (Mutafchiev et al., 2013). O aparelho
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ovoejetor (Figura 2 letra G) é retilineo dirigido caudalmente com paredes musculares
fracas e com 3,4 mm de comprimento (Mutafchiev et al., 2013). A cauda é arredondada
com estrias transversas na cuticula (Sréter and Széll, 2008).

A cuticula apresenta duas camadas distintas: a camada externa com protuberancias em
forma de anel que podem ser interrompidas ou ramificadas para as cordas laterais (Egyed
etal., 2001; Sréter and Széll, 2008). Na porcao anterior essas protuberancias sao pequenas
e proximas entre elas, tornando-se mais altas e separando-se entre si a medida que
progredimos para a porcao caudal (Egyed et al., 2001; Sréter and Széll, 2008). Na por¢éo
posterior, estas protuberancias diminuem de tamanho e ndo se evidenciam estrias nas
extremidades do corpo do parasita. Na porcdo média do corpo estas protuberancias séo
arredondadas com 3-5 um de altura a espacadas entre 7-12 um (Sréter and Széll, 2008).
A camada cuticular inferior as protuberancias possui estrias tendo em média uma estria
ventralmente a cada protuberancia ou entre protuberancias contiguas (Sréter and Széll,
2008). Na porcdo média as estriacdes sdo alongadas e arredondadas com 4-7 um de

espessura e 20-34 um de comprimento (Egyed et al., 2001).

3.1.2.3 Microfilarias

Com um comprimento entre 100-111 pum e uma largura de 4-6 um as microfilarias de O.
lupi (Figura 3) apresentam cauda com extremidade afilada dobrada para um dos lados
(Egyed et al., 2001). A extremidade anterior apresenta-se com um abrupto
arredondamento, com um pequeno dente, e apresenta na primeira linha transversa dois a
trés nacleos (Tahir et al., 2019). O corpo apresenta dois a quatro nucleos por linha (Egyed
et al., 2001; Sréter and Széll, 2008). A cauda vai afunilando gradualmente chegando a
uma porcdo da mesma em que a coluna de nucleos é reduzida a uma Unica linha de trés
(Sréter and Széll, 2008).
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Figura 3 - Microfilaria de O. lupi encontrada no sedimento obtido por
biopsia. Barra de escala 50 um. Fonte: Otranto et al., 2013c.

3.1.3 Sintomas e patogenia

Os parasitas adultos de O. lupi tém localizacdo carateristica no tecido conjuntivo da
esclera e da conjuntiva, levando mais tarde a formagéo de nodulos (Otranto et al., 2013b).
Estas localizacGes estdo presentes quer no possivel hospedeiro definitivo, o cdo, mas
também nos casos de onchocercose humana e felina, hospedeiros menos frequentes deste
parasita (Labelle et al., 2011; llhan et al., 2013; Otranto et al., 2015a). Nos cées e gatos
podemos ter casos de onchocercose sintomatica e assintomatica (Maia et al., 2015;
Otranto et al., 2015b). Na onchocercose canina, a sintomatologia esta dividida em duas
formas: a aguda e a crénica (Sréter and Széll, 2008). Na forma aguda evidenciam-se
sintomas como conjuntivite, blefarite, lacrimejamento, desconforto ocular, fotofobia,
descarga ocular, exoftalmia e cegueira sem granuloma ou nodulo a envolver o parasita
(Zarfoss et al., 2005; Sréter and Széll, 2008; Labelle et al., 2013; Mutafchiev et al., 2013).
Na forma crénica os sintomas apresentados podem ser exoftalmia, congestao conjuntival,
descarga ocular, edema periorbital, lacrimejamento e nédulos em forma de feijdo ou
ervilha com os parasitas no seu interior (Figura 4) (Sréter and Szeéll, 2008). Estes nddulos
podem localizar-se em diferentes zonas como terceira palpebra, espaco retrobulbar, fascia
orbital e palpebra. Normalmente estes nddulos apresentam uma superficie irregular
associada ao enrolamento dos parasitas adultos (Sréter and Széll, 2008).

No caso concreto de onchocercose felina foram verificados em ambos os casos glaucoma

(Labelle et al., 2011). A forma como os parasitas chegam ao olho ainda é desconhecida.
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Pensa-se que parte dos filarideos oculares de diferentes espécies migrem atraves do nervo
otico e outros através da corrente sanguinea (Otranto and Eberhard, 2011).

Num estudo feito na Grécia e em Portugal, verificou-se que o0s sete cdes diagnosticados
em Portugal ndo evidenciaram qualquer sintoma (Otranto et al., 2013d). Outro estudo
feito em Portugal também verificou que o Unico gato positivo para infecdo (numa
populacdo de 155 animais) ndo tinha manifestacdo de sinais clinicos (Maia et al., 2015).
Pode ainda ocorrer casos de onchocercose assintomatica quando a localizagdo do nédulo
é retrobulbar (Franchini et al., 2014; Otranto et al., 2015b).

Nos humanos os sintomas sdo semelhantes aos identificados nos cdes com a presenga de
nodulos que podem ser desde indolores a bastante dolorosos e com diferentes graus de
inflamacdo (Otranto et al., 2011b; Otranto and Eberhard, 2011; Otranto et al., 2012c;
Giannelli et al.,, 2014). Existe uma associacdo entre a presenca de glaucoma e
onchocercose humana, podendo estar associado a varios fatores, nomeadamente a
diminuicao da drenagem de humor aquoso devido a formacéo de sinequias periféricas e
por aumento de pressao nos ductos de drenagem devido a inflamacéo cronica (Labelle et
al., 2011).

Ainda foram relatados casos de onchocercose com nddulos de localizacdo aberrante tais
como o caso de uma crianca de 22 meses que apresentou um nodulo no canal medular e

um caso de um cdo com um nédulo laringeo (Eberhard et al., 2013; Alho et al., 2016).

Figura 4 - Nodulo subconjuntival localizado no canto medial do olho
esquerdo de um céo infetado por O. lupi. Fonte: Otranto et. al., 2015a.
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3.1.4 Diagnostico

Uma vez que O. lupi é um parasita que afeta animais mas também possui carater
zoonotico, tem havido um crescente interesse pela procura de diferentes técnicas de
diagnostico (Otranto and Eberhard, 2011; Giannelli et al., 2014). A técnica mais usada
hoje em dia para identificacdo é atraves de biopsia cutanea que é considerada uma técnica
invasiva e morosa (Franchini et al., 2014). Tem havido a procura de novas técnicas de
diagndstico para tornar este processo mais pratico. Em 2016 foi identificada uma proteina
em O. lupi que poderé ser utilizada como marcador, podendo-se desenvolver assim um
teste soroldgico (Campbell et al., 2016).

Em 2011 foi referido na Turquia o primeiro caso de onchocercose humana causado por
O. lupi (Otranto et al., 2011b). Este facto sugere que muitos casos de onchocercose
humana causados por O. lupi ndo tenham sido devidamente identificados, visto que este
agente nao pertence a lista de diagnosticos diferenciais para nodulos oculares (Otranto et
al., 2012c, 2013b; Gracio et al., 2015).

3.1.4.1 Bidpsia cutanea e observacao do sedimento

A técnica cléssica para identificacdo de Onchocerca volvulus € a colheita de um pequeno
fragmento de pele seguido de identificacdo de microfilarias por microscopia o6tica. O
mesmo procedimento tem sido usado para a identificacdo de microfilarias de O. lupi
(Otranto et al., 2013c, 2013d; Giannelli et al., 2014; Otranto et al., 2015b). E considerada
uma das técnicas mais sensiveis de identificacdo de onchocercose canina assintomatica
(Otranto et al., 2015b). As amostras podem ser colhidas através de uma pequena bidpsia,
recorrendo a uma lamina de bisturi ou puch de bidpsia, colhendo uma amostra com area
aproximada de 0,2 x 0,2 x 0,2 cm para um tubo com solucdo salina isoténica que €
incubada a 37°C durante 12 horas (Otranto et al., 2013c, 2013d). A colheita das amostras
de pele nas regibes interescapular e cabeca sobretudo no periodo da tarde tem maior
probabilidade de evidenciar a presenca dos parasitas (Otranto et al., 2013c). Apds o
periodo de incubacdo o sedimento é observado no microscépio Gtico fazendo-se a
caraterizacdo morfoldgica das formas larvares dos parasitas (Otranto et al., 2013d).

Apesar desta técnica possuir uma elevada sensibilidade, € um procedimento invasivo que
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induz alguma relutancia na aceitacao por parte dos tutores (Franchini et al., 2014; Otranto
et al., 2015b). Também apresenta uma elevada quantidade de falsos negativos quando a

colheita de amostras é feita no periodo pré-patente da infecdo (Otranto et al., 2013d).

3.1.4.2 Histopatologia

A identificacdo histopatoldgica é muitas das vezes a unica forma de diagnostico de
onchocercose humana provocada por O. lupi (Otranto and Eberhard, 2011). Esta técnica
também é valida para a espécie canina. Este procedimento carateriza-se pela excisao
cirdrgica dos nddulos oculares que contém as formas adultas que sdo fixados numa
solucéo de formalina a 4% e embebidos num bloco de parafina (Mutafchiev et al., 2013).
Posteriormente as sec¢des obtidas sdo coradas com coloracdo de hematoxilina-eosina. A
observacao de secfes de nddulos com parasitas permite diferenciar machos de fémeas,
identificar fémeas gestantes e ainda identificar microfilarias mais ou menos imaturas no
Utero gravido das mesmas. Ainda é possivel caraterizar os tecidos envolventes e
diferenciar tipos celulares, nomeadamente células inflamatérias (Mutafchiev et al., 2013).
A identificacdo histopatologica de parasitas machos é mais dificil em relacéo as fémeas,
visto que estes ndo possuem reacdo inflamatoria envolvente, sugerindo que a reacédo
granulomatosa que envolve as fémeas deve-se a libertacdo de microfilérias do Gtero e que
a reacdo inflamatdria descrita nos casos de onchocercose deve-se a esse mesmo facto
(Mutafchiev et al., 2013). De facto esta reacéo inflamatoria provocada pelas microfilarias
no olho é evidenciada em Onchocerca volvulus sendo responsavel pelo desenvolvimento

de cegueira em humanos (Hoerauf, 2011).

3.1.4.3 Caraterizacao molecular

A caraterizacdo molecular é muitas vezes um processo de confirmacgdo da espécie apos a
classificacdo morfologica dos parasitas adultos e das microfilarias (Egyed et al., 2001;
Labelle et al., 2011; Otranto et al., 2011b, 2013d). Através de fragmentos dos parasitas,
é feita uma amplificacdo de genes conhecidos por PCR, tais como a subunidade 5 de
NADH (Dinucleétido de Nicotinamida e Adenina) desidrogenase e subunidade 1 do

citocromo ¢ oxidase mitocondrial dos parasitas (Otranto et al., 2012c; Latrofa et al.,
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2018). A sequéncia destes genes é conhecida e esta registada no GenBank (plataforma
publica de dados e anotacbes sobre sequéncias de nucledtidos e sua traducdo em
proteinas). Isto permite o desenvolvimento de primers (sequéncias de acidos nucleicos
iniciadores da replicacdo de ADN) usados em PCR convencional (cPCR) e sondas
TagMan (sequéncia de acidos nucleicos marcada com corante fluorescente) usadas em
PCR quantitativo (QPCR) (Otranto et al., 2015b; Latrofa et al., 2018). Verificou-se em
estudos de filogenia que existe variabilidade do gene 1 do citocromo ¢ oxidade de acordo
com a origem do parasita, 0 que permite diferenciar qual o pais de origem do mesmo
(Otranto et al., 2013d). Um estudo publicado em abril de 2018 verificou que a técnica de
gPCR apresenta uma sensibilidade e especificidade elevada na deteccdo de O. lupi.
Revela-se assim uma técnica mais vantajosa em relacdo ao cPCR sendo este Gltimo, mais
laborioso e moroso em relagdo ao qPCR (Latrofa et al., 2018). Nesse mesmo estudo o
gPCR deu positivo em parasitas de diferentes localizacBes geogréficas e com
variabilidade intraespecifica, sendo assim uma boa técnica de vigilancia (Latrofa et al.,
2018).

3.1.4.4 Testes Soroldgicos

Na tentativa de estudar uma técnica menos invasiva para diagnostico de infecdo por O.
lupi, em marco de 2014 foi publicado um estudo em que se aplicou o teste soroldgico
Og4C3 de detecdo de Onchocerca gibsoni em cées infetados com O. lupi e dos seis
animais presentes no estudo, trés foram positivos, pelo que esta técnica necessita de uma
analise mais aprofundada sobre a sensibilidade e especificidade do teste (Giannelli et al.,
2014). Em 2016, Campbell et al. analisaram uma proteina intitulada de paramiosina que
é exclusiva de invertebrados. Neste caso concreto, foi analisada a paramiosina especifica
de O. lupi onde, através de técnicas de bioinformatica, se identificaram anticorpos
especificos para a proteina em questdo (Campbell et al., 2016). Esta descoberta
proporcionard o desenvolvimento de um teste soroldgico, colmatando algumas
desvantagens inerentes a outras técnicas (bidpsia cutanea). Sugere-se ainda o possivel

desenvolvimento de uma vacina a partir desta proteina (Campbell et al., 2016).

32



3.1.45 Exames Imagioldgicos

A ecografia é um exame complementar ndo invasivo, de baixo custo que apresenta
elevada utilidade no diagnostico de onchocercose canina em animais assintomaticos com
presenca de nddulos retrobulbares que ndo sdo identificados por exame oftalmoldgico
(Franchini et al., 2014).

Nos humanos foi reportada a utilizacdo de outras técnicas de diagnostico complementar
no diagnostico de O. lupi tais como a ressonancia magnética (RM) e a tomografia axial
computadorizada (TAC) (Otranto et al., 2012c; Eberhard et al., 2013; Ilhan et al., 2013).
Em 2013 foi diagnosticado através de ressonancia magnética um nédulo no interior do
canal medular de uma crianca de 22 meses de idade com sinais de dor e rigidez cervical.
Apos biodpsia suspeitando-se de tecido neoplésico, verificou-se tratar de um nodulo
parasitéario. De facto, essa bidpsia resultou na morte do Unico parasita adulto, resolvendo
a situacdo clinica (Eberhard et al., 2013). Nos animais tambem foi avaliada a utilidade
destas trés técnicas sendo que a TAC demonstrou maior detalne em pequenas
mineralizacGes oculares e retrobulbares em relagdo a RM. A ecografia foi considerado o
meio de diagnostico mais valido, seguro e menos invasivo (Franchini et al., 2014).

3.1.5 Tratamento e controlo de infe¢cdo por Onchocerca lupi

Para o tratamento de onchocercose ocular causada por O. lupi tém sido testadas diferentes
abordagens, apresentando a remocao cirtrgica uma maior eficicia até a data em todas as
espécies (Sréter and Széll, 2008; Otranto and Eberhard, 2011; Otranto et al., 2013b; Tahir
et al., 2019). O procedimento cirtrgico apesar de ser uma técnica para remog¢do dos
nodulos oculares permite a manutencdo do parasitismo, podendo levar a recorréncias,
caso haja parasitas noutras localizacdes (Egyed et al., 2001; Otranto et al., 2013b; McLean
etal., 2017). Em muitos casos o tratamento cirdrgico pode ndo ser uma opg¢ado por motivo
da localizacdo anatémica, exemplo de nddulos a nivel retrobulbar e laringeo reportados
em cdes e no canal medular na crianca de 22 meses (Eberhard et al., 2013; Alho et al.,
2016).

Né&o existe tratamento médico especifico contra O. lupi sendo que os farmacos aplicados
tém por base o conhecimento da terapéutica de outras filarias (Tahir et al., 2019). O
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tratamento farmacologico é aplicado de forma isolada quando nédo é possivel o uso de
terapéutica cirurgica (Alho et al., 2016). Tem surgido a utilizacdo de adulticidas como a
melarsomina e lactonas macrociclicas microfilaricidas como a ivermectina associadas a
utilizacdo de antibidticos (Tahir et al., 2019). No caso reportado nos EUA na crianca de
22 meses, apos ter sido feita bidpsia do nédulo, foi feita a aplicacdo de ivermectina a 150
pg/kg/dose a cada 3 meses durante 5 anos para reduzir a recorréncia e possibilidade de
desenvolvimento de microfilarias que possam estar presentes na pele (Eberhard et al.,
2013). Foram reportados casos de prurido e edema periorbital em cdes apds a
administracdo de melarsomina a 2,5 mg/kg intramuscular por dois dias consecutivos
associando-se a destruicdo das formas adultas (Zarfoss et al., 2005; McLean et al., 2017).
O uso de antibioticos como as tetraciclinas tem demonstrado sucesso no tratamento de
infecdo por O. lupi tendo por base a eliminacdo da bactéria endossimbionte dos parasitas,
a Wolbachia (Landmann et al., 2011; Bouchery et al., 2013). Dentro do grupo das
tetraciclinas, a doxiciclina € a que tem sido usada mais frequentemente (Bouchery et al.,
2013; McLean et al., 2017; Edelmann et al., 2018). Verificou-se que o uso de tetraciclinas
no tratamento de infegdes por Onchocerca volvulus levava a uma deple¢cdo no nimero de
bactérias endossimbiontes e consequentemente, a apoptose de células da linha
germinativa de adultos e células somaticas de embrides, microfilarias e formas larvares
em estadio quatro (L4) (Landmann et al., 2011; Bouchery et al., 2013). Uma vez que este
farmaco leva a destruicdo das células uterinas das fémeas e bloqueio da espermatogénese
de machos de Onchocerca volvulus, ocorre esterilidade permanente das formas adultas.
Com o blogueio da embriogénese, ha uma diminuicdo do desenvolvimento de
microfilarias, diminuindo o seu nimero na pele e por sua vez uma diminuicao da ingestao
por parte de vetores (Landmann et al., 2011; Bouchery et al., 2013). Pensa-se que
Wolbachia possua um mecanismo anti-apoptotico direto e indireto (Landmann et al.,
2011). O possivel mecanismo direto esta associado a presenca de moléculas na bactéria
qgue bloqueiam a apoptose celular (Landmann et al., 2011; Bouchery et al., 2013).
Indiretamente, a eliminacdo de Wolbachia provoca defeitos no citoesqueleto da
hipoderme e consequentemente o ndo aprovisionamento de metabolitos essenciais para
0s parasita. Pensa-se também que a bactéria proteja o parasita do stress oxidativo
provocado pelas elevadas concentracfes de ferro no parasita através da bacterioferrina,

um quelante de ferro (Landmann et al., 2011).
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Os corticosteroides topicos e sistémicos também tém sido usados como anti-inflamatério
nos casos de onchocercose animal e humana no tratamento da inflamacdo e urticaria
respetivamente (Sréter and Széll, 2008; Eberhard et al., 2013; Edelmann et al., 2018;
Tahir et al., 2019).

Tanto em humanos como em animais existe a associacdo do tratamento médico e
cirargico, fazendo a excisdo do ndédulo que contém os parasitas e posteriormente, a
administracdo de uma lactona macrociclica (Gréacio et al., 2015; McLean et al., 2017).
Evidenciam-se resultados controversos acerca desta associacdo em cédes (McLean et al.,
2017). Um ano apds o tratamento cirdrgico seguido de tratamento com ivermectina e
melarsomina o0s animais ndo mostraram sinais de recorréncia (Komnenou et al., 2002).
Por outro lado em 2017 Mclean et al. verificaram que 67% (dez) dos animais do estudo
tiveram recorréncia dos sintomas. Desses dez, quatro tiveram um protocolo de excisdo
cirtrgica do nédulo seguida de tratamento com dicloridrato de melarsomina 2,5 mg/kg
intramuscular uma vez por dia dois dias consecutivos, ivermectina 1% subcutanea a 50
ou 150 pg/kg um més apds a aplicacdo de melarsomina com associacdo de doxiciclina 5-
10mg/kg oral por 4 semanas repetindo a cada 3 meses durante um ano (McLean et al.,
2017).

Sem métodos preventivos identificados como efetivamente eficazes, pensa-se que a
administracdo mensal de milbemicina oxima em cédes, uma lactona macrociclica
microfilaricida, durante 6 meses de abril a outubro reduza o risco de infe¢do por O. lupi
pois coincide com a época de maior atividade da mosca negra. E também sugerida a
utilizacdo de repelentes para reduzir a ingestdo de sangue por parte dos vetores e
consequentemente a infecdo por O. lupi (Tahir et al., 2019). Os agentes com efeito
repelente contra a mosca negra e outras espécies de moscas que se alimentam de sangue
do hospedeiro sdo os organofosforados ou piretroides, mas como a sua eficacia é

temporaria, a sua aplicacao deve ser regular (Shearer and Wall, 2001).
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3.1.6 Epidemiologia do parasitismo por Onchocerca lupi

A distribuicao geogréfica da infecdo por O. lupi tem vindo a aumentar um pouco por todo
o mundo (Grécio et al., 2015). Em cées, ja foram descritos casos nos EUA, na Europa
nomeadamente na Grécia, em Portugal, na Alemanha e na Suica (Otranto et al., 2013b,
2013d, 2015a). Na onchocercose canina evidencia-se apenas a infe¢do de animais adultos,
podendo ser justificado pelo longo periodo pré-patente (Sréter and Széll, 2008; Otranto
et al., 2015b). Também foi descrito em dois gatos nos EUA e um em Portugal (Labelle et
al., 2011; Maia et al., 2015). Os casos de onchocercose canina e felina mencionados em
Portugal ocorreram na regido do Algarve (Otranto et al., 2013d; Maia et al., 2015). Nos
humanos foram reportados casos de onchocercose por O. lupi nos EUA, na Turquia, no
Irdo, na Alemanha e na Tunisia (Otranto et al., 2012c; Eberhard et al., 2013; llhan et al.,
2013; Grécio et al., 2015). O primeiro caso reportado de infecdo por O. lupi em humanos
foi na Turquia em 2011, onde ndo existe descri¢cdo de onchocercose canina até a data
(Otranto et al., 2011b, 2012c; Gracio et al., 2015). Pensa-se que a vasta distribuicao
geogréfica do parasita esteja associada a presenca do possivel vetor nas zonas onde foram
descritos casos de onchocercose mas também devido a propagacao desse mesmo vetor
para novas zonas (Otranto et al., 2013b). Especula-se sobre a possibilidade da propagacéo
estar relacionada com alteracGes climaticas e também com uma complexidade de outros
fatores que favorecem a maior distribuicdo de vetores cuja identidade desconhecemos
(Otranto et al., 2013b; Tahir et al., 2019). Temos o0 exemplo da espécie Simulium reptans
que existe na maior parte das regides da Europa onde ocorreram casos de onchocercose
(Otranto et al., 2013b). Em maio de 2015 na Califdrnia foi feito um estudo que verificou
infecdo de moscas da espécie Simulium tribulatum com nematodes de O. lupi, havendo
fortes indicios desta espécie de mosca negra representar um possivel vetor nessa regiao
(Hassan et al., 2015).

3.1.7 Onchocerca lupi em Portugal

Em Portugal, verificou-se a existéncia de O. lupi na regido do Algarve. Entre 2011 e 2012

foi efetuado um estudo em que foram colhidas 84 amostras cuténeas de cées vadios no
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periodo do outono na regido de Olh&o (Algarve). Das amostras obtidas, sete animais (7%)
foram positivos para a presenca de microfilarias cutaneas (Otranto et al., 2013d).
Também foi reportado no Algarve um caso de um céo de raca cruzada com dificuldade
respiratdria por noédulo parasitario laringeo, tendo sido positivo para infe¢do por O. lupi
(Alho et al., 2016).

Um estudo publicado em dezembro de 2015 por Maia et al. verificou a presenca de
microfilarias da espécie O. lupi num gato na regido de Faro. De 155 amostras obtidas de
gatos vadios, apenas uma (0,65%) deu positiva. Este animal também se apresentava
assintomatico (Maia et al., 2015).

3.2 Cercopithifilaria spp.

Tal como no género Onchocerca, os nematodes do género Cercopithifilaria sdo parasitas
gue pertencem a ordem Spirurida, sub-ordem Spirurina e familia Onchocercidae (Cortes
et al., 2014). Pensa-se que este género tenha surgido na Eurésia a meio da época do
Mioceno ha cerca de 12 milhdes de anos (Bain et al., 2002). Apresenta 28 espécies
diferentes que parasitam diferentes tipos de hospedeiros, tais como carnivoros,
ungulados, marsupiais e roedores (Bain et al., 2002; Otranto et al., 2013a). Nos canideos
temos duas espécies conhecidas: Cercopithifilaria grassii e Cercopithifilaria bainae
(Otranto et al., 2012a, 2013e). Existe tambem uma espécie de microfilaria, a
Cercopithifilaria sp. Il sensu Otranto et al. 2013 (Cercopithifilaria sp. 1l) que ainda nédo
foi classificada taxonomicamente, visto que ainda néo se caraterizaram as formas adultas
destes parasitas (Otranto et al., 2013a, 2013e). A primeira descri¢do de Cercopithifilaria
sp. em cdes foi feita por Noé em Roma em 1907. A primeira espécie identificada
designava-se Filaria grassii (a atual Cercopithifilaria grassii) que era caraterizada pelas
suas microfilarias “gigantescas” (Otranto et al., 2013a). Este nematode é descrito por
apresentar formas adultas no tecido subcutaneo e microfilarias na derme (Otranto et al.,
2013a; Tahir et al., 2019). Ao contrario da espécie O. lupi, este parasita ndo foi
reconhecido como agente zoondtico e exibe baixa patogenicidade nos cées (Otranto et al.,
2013b; Tahir et al., 2019).
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3.2.1 Ciclodevida

O género Cercopithifilaria apresenta um ciclo de vida indireto, apresentado um
hospedeiro intermediario e um hospedeiro definitivo (Brianti et al., 2012; Tahir et al.,
2019). As espécies que tentamos rastrear neste trabalho séo as que tém como hospedeiro
definitivo o cdo, Cercopithifilaria grassii, Cercopithifilaria bainae e a microfilaria
Cercopithifilaria sp. Il sensus Otranto et al. 2013. Foi identificada a carraca da espécie
Rhipicephalus sanguineus como hospedeiro intermediério destes nematodes (Brianti et
al., 2012; Tahir et al., 2019).

Em maio de 2013, foi publicado um estudo que avaliou a possibilidade da espécie Ixodes
ricinus também servir como hospedeiro intermediario do agente. Colheram-se carracgas
da espécie referida que se alimentaram de cdes infetados por Cercopithifilaria bainae
(Ramos et al., 2013). Fez-se pesquisa de ADN do nematode dentro da carraca atraves da
técnica de PCR detetando-se das 174 ninfas da amostra, quatro positivas para
Cercopithifilaria bainae. No entanto, ndo foram detetadas formas larvares em
desenvolvimento nas carragas (Ramos et al., 2013).

As carracas da espécie Rhipicephalus sanguineus (Figura 5) pertencem a Familia
Ixodidae, Subfamilia Rhiphicephalinae e sdo carracas hematofagas com um escudo duro
que levou a designacdo de “carracas duras” para os parasitas desta Familia (Nicholson et
al., 2019; Shearer and Wall, 2001). Esta também pode ser referida como “carraca castanha
do cdo” (Bain et al., 2002). Sdo cosmopolitas e podem apresentar linhagens de clima
temperado e tropical com diferencas bioldgicas entre elas (Nicholson et al., 2019). O ciclo
de vida destes agentes apresenta quatro fases: ovo, larva com seis patas, ninfa com oito
patas e por fim a forma adulta também com oito patas (Shearer and Wall, 2001; Nicholson
et al., 2019). Entre cada fase o parasita faz longas refei¢des intercalando com fases de
vida livre fora do hospedeiro que podem corresponder até 90% do tempo do ciclo de vida
do mesmo (Shearer and Wall, 2001; Nicholson et al., 2019). Nesta espécie, 0 cdo
representa o hospedeiro onde ocorrem as refeicbes em todos os estadios de
desenvolvimento. Porém, foram referidos pequenos mamiferos e humanos infetados com
esta espécie de carraca (Nicholson et al., 2019). Em climas temperados, esta espécie
apresenta uma maior atividade no periodo entre o fim da primavera até ao inicio do outono

(Dantas-Torres, 2008). Rhipicephalus sanguineus é um ixodideo que procura ativamente
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0s seus hospedeiros para se poder alimentar. No entanto este tipo de estratégia ndo €
exclusiva, podendo adaptar-se conforme as condi¢6es que Ihes sdo apresentadas (Dantas-
Torres, 2008). Sendo uma espécie de artropode bastante versatil, podem apresentar
comportamento exofilico, vivendo em zonas exteriores arbustivas, mas também
endofilico habitando nas casas das pessoas, em orificios de zonas habitacionais e nos
tapetes (Dantas-Torres, 2008).

Figura 5 - Ixodideos da espécie Rhipicephalus
sanguineus. Vista dorsal. Fonte: Nicholson et al., 2019
Legenda: A) Fémea. B) Macho

A infecdo das carragas por Cercopithifilaria spp. ocorre transestadialmente da fase de
ninfa para adulto pela ingestdo de microfilarias aquando a sua alimentagédo (Brianti et al.,
2012). As formas larvares do nematode desenvolvem-se num periodo de 30 dias até ao
terceiro estadio larvar (Ls), a forma infetante do parasita (Tahir et al., 2019). Quando
ocorre a ingestdo de sangue pelas carragas adultas, ha a libertacdo das formas infetantes
para a derme dos caes onde se desenvolvem até as formas adultas que se localizam no
tecido subcuténeo (Otranto et al., 2012b; Tahir et al., 2019). Tanto fémeas como machos
da espécie de Rhipicephalus sanguineus podem ser transmissores de Cercopithifilaria
spp. em cées (Otranto et al., 2012b).

Verificou-se que a distribuicdo das microfilarias no corpo do céo é desigual, havendo
maior nimero nas regides da cabeca, orelhas e interescapular, zonas estas coincidentes

com as de adesdo da carraca ao hospedeiro (Otranto et al., 2012a).
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3.2.2 Morfologia

3.2.2.1 Cercopithifilaria bainae

O parasita Cercopithifilaria bainae apresenta um corpo delgado e delicado com uma
cuticula fina e suave, com uma forma conica da extremidade anterior onde existem quatro
papilas labiais externas, quatro papilas cefalicas sub-medianas e um par de anfibias. A
abertura bucal apresenta-se pequena e redonda e é envolvida por uma capsula bucal em
forma anel achatado (Otranto et al., 2013e). Tem um es6fago achatado dorsoventralmente
onde exibe um anel nervoso na regido anterior e terco médio, acompanhando o
comprimento do mesmo. A cauda apresenta curvatura ventral com trés processos
cuticulares na extremidade, um comprido e cénico localizado dorsalmente e outros dois
laterais (Otranto et al., 2013e).

3.2.2.1.1 Machos

Os machos (Figura 6) tém um comprimento de 11,99 mm e ao longo do mesmo vao se
identificam-se trés a quatro intumescéncias aos 181 um, 88,2 um e 2,765 um. A largura
do corpo ao nivel da juncdo esdfago-intestinal e a nivel da cloaca corresponde a 43-93
um e 38,7-46,3 um respetivamente (Otranto et al., 2013e). Detém uma cépsula bucal
(Figura 6 letra A) com uma altura de 1,5-2,4 um e uma largura de 6,7-7,0 um. A area
rugosa é uma zona caraterizada ventralmente pelas suas cerca de 80 bandas transversas
de tamanho similar com estriagdes finas longitudinais, sendo uma zona com um
comprimento de 41,9-575,6 um. A flexura testicular esta localizada a 401-780,3 um em
relacdo a extremidade anterior. Na regido pre-cloacal ventral contém uma papila caudal e
cinco a seis pares de papilas subventrais. As espiculas (Figura 6 letra C) estdo inseridas
numa cauda de enrolada em forma de espiral (Figura 6 letra B), sendo que destas duas, a
direita possui um espordo dorsal e a esquerda tem uma terminagdo em forma de gancho
(Otranto et al., 2013e).
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Figura 6 - Vista lateral de macho adulto da espécie Cercopithifilaria bainae
observado através de microscdpio 6tico. Fonte: (Otranto et al., 2013e).
Legenda: A) Porcgéo anterior. B) Porcédo posterior enrolada em espiral. C) Porgéo

posterior com identificacdo de espiculas.

3.2.2.1.2 Fémeas

A fémea desta espécie detém um comprimento de 17,25 mm e ao longo do mesmo
evidenciam-se quatro intumescéncias a 203 pum, a 485 um, a 1,6 um e 2,206 um. Na
juncdo esofago-intestinal o corpo possui uma largura de 78-120 um. Na zona anal (Figura
7 letra B) a largura do corpo é de 35,4-42,0 um. A céapsula bucal tem uma altura de 3,0-
3,2 um com um comprimento de 15,9-16,8 um. A vulva (Figura 7 letra A) possui uma
forma de fenda e esté localizada anteriormente ao sistema reprodutor que é composto por
dois ovarios. A vagina do parasita possui um comprimento de 57,5-69,7 um e 32,8-35,3
um de largura. O aparelho ovoejetor esta orientado caudalmente e apresenta paredes

musculares circulares e com 1,0 mm de comprimento (Otranto et al., 2013e).
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Figura 7 - Vista lateral de fémea adulta e microfilaria da espécie Cercopithifilaria
bainae observada através de microscdpio o6tico. Barra de escala = 100 um Fonte:
(Otranto et al., 2013e).

Legenda: A) Vagina e vulva (seta). B) Cauda e anus (seta). C) Microfilaria.

3.2.2.1.3 Microfilarias

Estas formas larvares (Figura 7 letra C) apresentam uma cuticula espessa envolvida por
estriacOes transversas, tendo a particularidade de serem isentas de bainha. Possuem
achatamento dorso-ventral e corpo curto com cerca de 185 pum de comprimento. A regido
da extremidade cefélica é arredondada formando uma protuberancia com um pequeno
gancho. A largura do corpo é estavel com cerca de 6,6 um, excetuando a regido da
extremidade posterior em forma de cone formando a uma cauda afilada (Otranto et al.,
2013e).

3.2.2.2 Cercopithifilaria grassii
A morfologia das formas adultas do nematode Cercopithifilaria grassii foi descrita pela

primeira vez por Noé em 1907, no entanto existe ainda pouca informagdo detalhada
acerca da mesma (Otranto et al., 2013e).
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3.2.2.2.1 Fémeas e Machos

As fémeas apresentam 17,0-21,0 mm de comprimento com um anel nervoso a 215 um da
extremidade anterior. A vulva localiza-se a 600 pm em relacdo a porcéo posterior. Tém
uma cauda com 220 um de comprimento. Os machos apresentam um comprimento de
7,0-8,0 mm (Otranto et al., 2013e).

3.2.2.2.2 Microfilarias

As microfilarias da espécie Cercopithifilaria grassii (Figura 8) sdo descritas em 1907
como “gigantescas”, visto que apresentam um corpo cilindrico com comprimento de 645-
670 um e 15-17 pm de largura. A extremidade anterior (Figura 8 letra B) possui um
pequeno gancho no lado esquerdo estando incluida na regido cefalica que detém uma
forma bulbosa e arredondada. A cuticula destes nematodes é espessa e estriada
interrompida no plano lateral. Na regido posterior (Figura 8 letra C) do parasita é
observada uma cauda comprida e cénica, cuticular e sem estrias nos ultimos 20 um. As
regides do poro excretor e &nus que estdo localizado a 185 um da extremidade anterior e

a 118 um da extremidade posterior respetivamente (Otranto et al., 2013a).

Figura 8 - Microfilarias da espécie Cercopithifilaria grassii observadas a
microscopio oOtico. Fonte: (Otranto et al., 2013a).

Legenda: A) Vista geral. B) Regido cefalica bulbosa. C) Cauda cuticular

sem estrias. D) Forma larvar no interior de ovo.
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3.2.2.3 Cercopithifilaria sp. Il sensu Otranto et al. 2013

Como mencionado anteriormente, as formas adultas deste parasita ainda ndo foram
identificadas, existindo apenas conhecimento da morfologia das formas imaturas (Figura
9). Esta microfilaria caraterizada pelo seu comprimento de cerca de 280 um e forma
navicular quando a sua observacdo é feita dorso-ventralmente devido as asas laterais. Ja
quando é feita a sua observacéo lateral, a forma do parasita é filiforme. Estas asas laterais
iniciam-se a 10 pm da extremidade anterior e posteriormente fundem-se formando um
espesso cone cuticular. A extremidade posterior tem uma forma conica. Ao longo do
corpo sdo observadas estrias transversas interrompidas lateralmente, que vao ficando
mais justas a medida que se aproximam da por¢do terminal. A extremidade anterior tem
um pequeno gancho cefélico subterminal. Na vista dorso-ventral a por¢do do corpo néo
cuticulada é atenuada de forma constante, no entanto na visao lateral esta inicia com um

estreitamento bem demarcado (Otranto et al., 2013a).

Figura 9 - Microfilaria de Cercopithifilaria sp. 1l observada
através de microscopio Gtico. Barra de escala = 100 pum. Fonte:
(Cortes et al.,2014).

3.2.3 Sintomas e patogenia

A ocorréncia de sintomatologia associada a infe¢Ges por Cercopithifilaria spp. em caes é
baixa e com pouco significado clinico, havendo um grande numero de animais
assintomaticos (Cortes et al., 2014; Tahir et al., 2019). No entanto, foram descritos casos
em que houve o surgimento de lesdes cutaneas eritematosas e de poliartrite em cées

positivos para infecdo por Cercopithifilaria spp. (Otranto et al., 2013a; Gabrielli et al.,
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2014; Boyd et al., 2019). Em 2019 Boyd et al. descreveram um caso de uma cadela de
raca cruzada de Golden retriever (Figura 10) com manifestacao de placas anulares rosadas
a eritematosas localizadas na regido dorsal da cabeca (Figura 10 letras A) e B)) e zonas
eritematosas com alopecia e ulceradas na comissura medial de ambos os olhos (Figura 10
letras C) e D)) (Boyd et al., 2019). Outro caso publicado em 2014 por Gabrielli et al.
relata 0o caso de um cdo de 7 anos de raca indefinida com apresentacdo clinica de
relutancia ao movimento, letargia e claudicacdo. Apds ter sido feita aspiracdo de liquido
sinovial foi feita a sua citologia identificando um aumento do numero de células
mononucleares e microfilarias de Cercopithifilaria bainae vivas e ativas (Gabrielli et al.,
2014). No entanto, ndo se confirmou de forma definitiva que o parasita era o agente causal
da poliartrite mantendo-se os sintomas e as microfilarias apos trés semanas de tratamento
com milbemicina. Infelizmente o seguimento do animal foi interrompido pois faleceu em
consequéncia de complicacdes pos-cirurgicas da exérese de um tumor (Gabrielli et al.,
2014). Existe pouca informacdo sobre a patogenicidade deste parasita pelo que é
necessario um estudo mais aprofundado da relagdo entre infecdo por Cercopithifilaria

spp. e o surgimento de sinais clinicos (Otranto et al., 2013a).

Figura 10 - Cadela de raga cruzada de Golden retriever com lesfes cutaneas
provocadas por Cercopithifilaria bainae. Fonte: (Boyd et al. 2019).
Legenda: A)-B)Placas ulceradas e eritematosas na regido da cabecga. C)-D) zona

de eroséo, alopecia e eritema em ambas as comissuras mediais oculares.



3.2.4 Diagnéstico

3.2.4.1 Bidpsia cutanea e observacao do sedimento

A biopsia cutanea é a técnica mais utilizada para diagnaéstico de Cercopithifilaria spp. em
cdes (Otranto et al., 2013a; Cortes et al., 2014; Tahir et al., 2019), identificando
microfilérias através observacdo do sedimento por microscopia Otica (Otranto et al.,
2013a; Cortes et al., 2014). E feita a exérese de uma amostra de pele com dimenséo
aproximada de 0,2x0,2x0,2 cm (Otranto et al., 2013a; Cortes et al., 2014). As amostras
sdo colocadas em tubos, geralmente do tipo Eppendorf, com uma solu¢éo salina isotonica.
E feita a incubacdo das amostras a 30°C durante 12 horas para posteriormente ser feita a
observacgdo do sedimento e caraterizacdo morfoldgica dos parasitas (Cortes et al., 2014).
Estudos verificaram uma distribuicdo desigual das microfilarias no corpo dos caes,
havendo maior concentracdo nalgumas zonas como a cabeca, pescoco e orelhas (Otranto
et al., 2012a). Estas zonas devem ser as selecionadas na colheita das amostras de pele
(Otranto et al., 2012a, 2013a; Cortes et al., 2014).

3.2.4.2 Histopatologia

Quando se observam alteracfes macroscopicas da pele nomeadamente lesdes
pruriginosas, dermatite papular e placas eritematosas, a histopatologia é muitas das vezes
a técnica utilizada (Otranto et al., 2012a, 2013a; Cortes et al., 2014; Boyd et al., 2019). A
biopsia de pele pode ser efetuada com lamina de bisturi ou com punch de bidpsia (oito
mm), seguidamente fixada numa solugdo tamponada de formalina a 4%, embebida em
parafina e processada para observacdo em microscopio otico (Otranto et al., 2012a).
Normalmente ¢ feita coloracdo com hematoxilina-eosina (Otranto et al., 2012a; Boyd et
al., 2019).

Esta técnica permite a observacdo das formas parasitarias mas também das alteracdes
histopatoldgicas dos tecidos. Pode ser verificada muitas vezes congestdo do plexo
superficial epidérmico e infiltracdo de células inflamatdrias nos tecidos que envolvem o
parasita, nomeadamente por neutréfilos, eosindfilos e linfécitos (Otranto et al., 20123,
2013a; Boyd et al., 2019).
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3.2.4.3 Caraterizacdo molecular

Tal como no caso do parasita O. lupi, a caraterizacdo molecular de Cercopithifilaria spp.
é usada como meio de confirmagdo da espécie dos parasitas ap0s a observagdo dos
mesmos (Otranto et al., 2011a, 2013a). E feita a amplificacio de genes conhecidos através
da técnica de PCR convencional (Otranto et al., 2011a). Neste caso concreto, faz-se a
amplificacdo de fragmentos de genes alvo como cox1 e 12s mitocondrial usando primers
(sequéncias de acidos nucleicos iniciadores da replicacdo de ADN) produzidos apartir da
informacdo fornecida pelo GenBank (Otranto et al., 2011a, 2013a; Cortes et al., 2014).

3.2.5 Tratamento e controlo de infe¢do por Cercopithifilaria spp.

Né&o existe um protocolo especifico para tratamento de infe¢fes por Cercopithifilaria spp.
(Tahir et al., 2019). No caso descrito por Boyd et al. em 2019 sobre a cadela cruzada de
Golden retriever, foram feitos trés tratamentos com prednisolona oral na dose de 0,56
mg/kg uma vez por dia durante sete dias para reduzir a inflamacéao e aplicagédo de uma
combinacéo de imidacloprid com moxidectina em spot-on aplicada entre as escapulas a
cada duas semanas. Houve resolucdo das lesdes cutaneas, surgindo recorréncia somente
quando esta passou a aplicagdo mensal. Reduziu-se o intervalo de tempo na aplicacéo do
spot-on para trés semanas, resolvendo as recidivas das lesdes durante pelo menos um ano
(Boyd et al., 2019).

No caso da poliartrite cronica também foi utilizada a milbemicina oxima, uma lactona
macrociclica microfilaricida, na dose de 0,5mg/kg uma vez por dia a cada sete dias
durante trés semanas, ndo se observando sucesso no tratamento, pois passado um més foi
feita identificacdo de microfilarias no sedimento de uma amostra cutanea (Gabrielli et al.,
2014).

A melhor forma de controlo de infecdo por Cercopithifilaria spp. € através do controlo
dos vetores com ectoparasiticidas, pois se ndo houver ingestdo de sangue do céo pelas
carracas, estas ndo inoculam as formas infetantes do parasita ndo ocorrendo infecdo (Tahir
etal., 2019).

Para o controlo de carragas, é importante ndo esquecer que 90% do tempo de vida do
parasita é passado no ambiente, pelo que a abordagem a sua eliminacdo deve ser
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multimodal, tratando o animal mas também o ambiente envolvente (Dantas-Torres, 2008;
Nicholson et al., 2019).

Pode existir uma associacdo do controlo quimico e ndo-quimico dos vetores (Dantas-
Torres, 2008).

3.2.6 Controlo quimico de vetores

O controlo quimico é baseado no uso de principios ativos acaricidas, como o0s do grupo
das formamidinas (por exemplo do amitraz), os fenilpirazois (por exemplo o fipronil), os
piretroides (por exemplo a deltametrina e a permetrina) que atuam sob o sistema nervoso
do parasita (Dantas-Torres, 2008). Este tipo de agentes podem ser usados sob diferentes
apresentacdes, como pipetas spot-on, shampds, coleiras, entre outros (Dantas-Torres,
2008; Nicholson et al., 2019).

O amitraz atua na carraca pela ligacao a recetores da octopamina do sistema nervoso do
parasita, levando a tremores, convulsfes e consequentemente a morte dos mesmos
(Prullage et al., 2011). Os piretroides tém acéo atraves do bloqueio dos canais de sddio
do sistema neuromuscular resultando em convulsdes e morte (Narahashi, 1971).
Recentemente surgiram novos agentes inseticidas-acaricidas da classe das isoxazolinas
para controlo de carragas (Beugnet et al., 2015). Temos o exemplo do fluralaner e o
afloxaner que, tal como o fipronil, atuam na carraga provocando um excesso de
estimulacdo neuronal atraves da ligagdo com os recetores acido y-aminobutirico e
glutamato (Prullage et al., 2011; Beugnet et al., 2015). Estes apresentam formulacao oral
e um periodo longo de acéo, pelo que o afloxaner tem duracdo de um més e o fluralaner
tem duracéo de acdo de trés meses (Beugnet et al., 2015).

A utilizacdo destes agentes pode ser eficaz na elimina¢do mas também no controlo de
carracas nos cdes (Dantas-Torres, 2008; Beugnet et al., 2015).

O controlo ambiental com agentes acaricidas € aconselhado, visto que as carragas
possuem grande parte da atividade fora do hospedeiro. Fatores como a area total onde o
animal se encontra, o efeito residual do agente acaricida e as condi¢gdes ambientais serdo
preponderantes para a eficacia do tratamento. Caso seja uma casa com elevado grau de

infestacdo, o0 uso de agentes acaricidas é recomendado (Dantas-Torres, 2008).
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O uso deste tipo de agentes deve ser feito de forma consciente de forma a reduzir os
impactos ambientais, nomeadamente efeitos toxicos para humanos e para outros animais,
mas também o desenvolvimento de resisténcias por parte dos mesmos (Dantas-Torres,
2008; Nicholson et al., 2019).

3.2.7 Controlo ndo-quimico de vetores

O controlo do ambiente pode ser feito através de técnicas que ndo impliqguem o uso de
agentes quimicos, modificando o habitat onde as carragas se encontram (Dantas-Torres,
2008). Sendo assim, para esta técnica é importante o corte de relva, ervas infestantes,
encerramento de orificios onde os parasitas se poderiam esconder. Outra medida
importante é a inspecdo e consequente remocdo de carragas dos cdes de estimacdo que
deve ser feita periodicamente com utilizacéo de luvas (Dantas-Torres, 2008).

Existem alguns tipos de microorganismos, como o exemplo de fungos da espécie
Beauveria bassiana e Metarhizium ansopliar que demonstraram efeito contra carragas da
espécie Rhipicephalus sanguineus e que poderiam ser um potencial biocida contra os
mesmos (Reis et al., 2008). O maior obstaculo a sua utilizacdo é a forma de producao

para o seu uso pratico (Dantas-Torres, 2008).

3.2.8 Epidemiologia do parasitismo por Cercopithifilaria spp.

As espécies do género Cercopithifilaria que afetam a espécie canina ja foram descritas
em diferentes zonas do globo (Otranto et al., 2012a, 2013e). Como mencionado
anteriormente, o primeiro caso identificado de infecdo foi em Roma, publicado por Noé
em 1907, sendo Cercopithifilaria grassi (anteriormente Filaria grassi) a primeira espécie
descrita em cdes (Otranto et al., 2013a). Na zona do mediterraneo, (Espanha e Italia)
foram encontradas microfilarias das espécies Cercopithifilaria bainae, Cercopithifilaria
sp. 1l (Otranto et al., 2013a). Ainda na zona mediterranea, foram identificados casos de
infecdo por Cercopithifilaria bainae, Cercopithifilaria grassii e Cercopithifilaria sp. 11
em cdes no sul de Portugal (Algarve) (Cortes et al., 2014). No Brasil foi publicado um

caso de infecdo por Cercopithifilaria bainae no Rio de Janeiro (Almeida and Vicente,
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1984). Nos EUA (Flérida) foi reportado um caso originado pela espécie Cercopithifilaria
bainae (Boyd et al., 2019).

Pensa-se que a ampla disseminacdo do parasita esteja relacionada com a distribuicao
cosmopolita do hospedeiro intermediério, Rhipicephalus sanguineus (Otranto et al.,
2012a; Nicholson et al., 2019).

3.2.9 Cercopithifilaria spp. em Portugal

A presenca de Cercopithifilaria spp. em Portugal foi descrita pela primeira vez em 2014
por Cortes et al.. Foram coletadas 102 amostras de pele de cées de dois abrigos da regido
do Algarve. Dessas 102 amostras, 24 (23,5%) foram positivas. As espécies encontradas
foram as de Cercopithifilaria bainae, Cercopithifilaria grassi e Cercopithifilaria sp. Il.
Verificou-se a infecdo de cdes por uma Unica espécie de Cercopithifilaria sp., mas
também infecBes mistas provocadas pelas diferentes espécies mencionadas (Cortes et al.,
2014).

4  Lactonas macrociclicas

As lactonas macrociclicas sdo moléculas usadas para controlo de diversos tipos de
parasitas, nomeadamente nematodes filarideos, nematodes gastrointestinais, carracas,
acaros entre outros (Nolan and Lok, 2012). Entre as diferentes lactonas macrociclicas,
quatro séo usadas frequentemente em cées e gatos com diferentes formas de apresentacao.
Temos o caso da moxidectina e da selamectina que usualmente estdo disponiveis
comercialmente para uso tépico e em apresentacdo oral, temos normalmente a
ivermectina e a milbemicina oxima (Nolan and Lok, 2012). Adicionalmente, quer a
ivermectina, quer a moxidectina podem ser usadas sob a forma injetavel (Nolan and Lok,
2012). A ivermectina € a Unica que esta aprovada para uso em humanos (Wolstenholme
etal., 2016).

De um modo geral, as lactonas macrociclicas tém efeitos microfilaricidas superiores,
reduzindo o nimero de microfilarias em circulagdo. Estas também podem provocar

esterilidade a longo prazo das formas adultas. No caso concreto da moxidectina, que ainda
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esta a ser alvo de estudo, parece demonstrar melhores resultados na sua eficacia sobre as
formas adultas (Wolstenholme et al., 2016).

Evidéncias demonstraram que 0 mecanismo de acdo destas moléculas estara relacionado
com o blogueio de canais de cloreto dependente do glutamato presentes nos neurénios
motores, interneurdnios e células musculares da faringe dos parasitas (Moreno et al.,
2010; Wolstenholme et al., 2016). Estes canais estdo também presentes nos tecidos
reprodutivos de parasitas adultos. Sugere-se entdo que a esterilidade dos nematodes
adultos esteja associada a inibigdo da libertagdo de secre¢des uterinas por bloqueio destes
canais (Wolstenholme et al., 2016). Ja a acdo sobre as microfilarias remete para canais de
cloreto dependentes do glutamato presentes no poro excretor/secretor, responsaveis pela
producdo de proteinas que facilitam a evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro
(Moreno et al., 2010).

Anteriormente, pensava-se que s por si, as lactonas macrociclicas provocavam paralisia
do parasita e consequente a sua morte. No entanto, as doses normalmente utlizadas in vivo
sdo duas a trés vezes inferiores do que as usadas in vitro para provocar este efeito
filaricida. Estas apenas reduzem a mobilidade do parasita e pensa-se que esta inibi¢do
esteja associada a acdo sobre recetores neuromusculares especificos acido y-
aminobutirico (Wolstenholme et al., 2016). PropGe-se entdo que o efeito letal sobre os
parasitas esteja ligado a acdo potenciadora das lactonas macrociclicas sobre o sistema
imunitério do hospedeiro que desempenha um papel fundamental na eliminagdo dos
nematodes. Pensa-se que 0 caso da ivermectina, quando usada nas doses convencionais,
potencie um aumento da ativacdo de neutréfilos e células mononucleares do sangue
periférico (ex. linfocitos e monadcitos) que atuam sobre o parasita (Wolstenholme et al.,
2016). Pensa-se que esta molécula também atue sobre o sistema imunitéario do hospedeiro
potenciando a inibicdo da libertacdo de moléculas imunomodulatérias pelo parasita
(Wolstenholme et al., 2016).

A aplicacdo de lactonas macrociclicas quer para o controlo de O. lupi, quer para
Cercopithifilaria sp. é baseada no uso para o controlo de outros filarideos, o exemplo
mais demarcado é Dirofilaria immitis, 0 nematode do coracdo, para o qual estas moléculas
foram produzidas inicialmente (Nolan and Lok, 2012). A sua utilizagdo em filarias que
afetam humanos (ex.: Onchocerca volvulus) tem sido um sucesso no tratamento dos

mesmos (Baséafiez et al., 2008). A aplicacdo de ivermectina no tratamento de O. volvulus
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levou a morte das microfilarias ja pre-existentes. Também houve uma reducéo das formas
imaturas em circulacdo, nao por efeitos embriotoxicos, mas sim por impedir a libertacao
das mesmas do Utero gravido das fémeas. Este potencial embrioestatico leva a morte das
formas larvares no Utero dos nematodes (Basafiez et al., 2008).

A sua utilizacdo como uso profilatico ainda estd a ser alvo de estudo e apenas a

milbemicina oxima é recomendada nos cées para controlo de O. lupi (Tahir et al., 2019).

5 Rastreio de parasitismo por filarias em cées e gatos

5.1 Materiais e métodos

O estudo foi realizado em cées e gatos que se deslocaram a CAMV (Centros de
Atendimento Médico-Veterinario) das regides de Elvas e centro de Lisboa onde os tutores
habitavam. Em Elvas foram obtidas amostras no periodo entre marco de 2019 e dezembro
de 2019 e em Lisboa no periodo de janeiro de 2020 a julho de 2020.

As amostras foram obtidas por bidpsia de pele com recurso a lamina de bisturi durante
procedimentos  cirurgicos efetuados em cada CAMV, nomeadamente
ovariohisterectomias, castracdes, mastectomias, ortopedias, entre outros. As biopsias
foram feitas nas regides onde se efetuaram as incisfes cirdrgicas, reduzindo assim a
relutancia por parte dos tutores ao permitir a participacdo dos seus animais no estudo. O
consentimento e pedido de autorizacdo por parte dos tutores foi feito através de uma
declaracéo de aceitacdo assinada pelos mesmos. Cada amostra foi acompanhada de um
inquérito com algumas informacdes especificas de cada a animal que seriam relevantes
para o estudo em causa.

As amostras de pele obtidas foram de um tamanho aproximado de 0,01 cm? (0,2x0,2x0,2
cm). Apos a sua colheita, estas foram colocadas em tubos de Eppendorf de 1,5 ml, com
solucdo salina isotonica e seguidamente incubadas a uma temperatura de 30°C durante 12
horas. Foram depois colocadas a temperatura ambiente e 24 horas ap0s a colheita, as
amostras formam acondicionadas em alcool a 70% a fim de preservar as amostras e
eventuais formas larvares que elas tivessem.

Para a analise das amostras, no Laboratorio de Parasitologia Victor Caeiro na

Universidade de Evora, foram colocados 50 pl do sedimento das amostras numa lamina
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de microscopio e observadas ao microscopio 6tico com magnificacdo de 40x e 100x. A

observacao teve como objetivo a identificacdo qualitativa e quantitativa de microfilarias.

5.2 Distribuicdo das amostras

Como é possivel identificar na figura 11, o nimero de animais analisados na regido de
Elvas foi superior dentro dos limites da cidade, apesar de haver casos em aldeias da
periferia, exemplo de Vila Fernando, Vila Boim, Santa Eulalia e S&o Vicente e Ventosa.
A zona € caraterizada pela fusdo de ambiente citadino e rural caracteristico das cidades
alentejanas. Em todos os locais existem pequenos ribeiros que aumentavam o seu caudal

durante o inverno e a primavera e que durante o verdo se apresentavam sem agua.
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Figura 11 - Mapa de Elvas com mencéo da localizacdo habitacional dos
animais pertencentes ao estudo
Legenda:@- Localizagdo habitacional dos animais do estudo

No caso de Lishoa, como evidenciado na figura 12, os animais possuiam uma maior
dispersdo, sendo o concelho de Loures quem apresenta maior nimero de amostras. Em
menor numero temos 0s concelhos de Mafra, Sintra, Cascais e Lisboa. Ocorrendo uma
maior dispersdo na localizagcdo dos animais, houve animais que viviam em locais mais
rurais como nos casos dos concelhos de Mafra e Loures e animais com habitagdo em
locais mais urbanos, como é o caso dos animais dos concelhos de Cascais, Sintra e Lisboa.

As habitacdes dos animais pertencentes ao concelho de Loures localizavam-se perto de
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pequenos ribeiros com aumento do caudal na época das chuvas mas também afluentes de
maior caudal que vdo terminar no rio Trancdo, um dos afluentes do rio Tejo. Os animais
do estudo pertencentes aos concelhos de Lisboa e Cascais, estavam a uma distancia
inferior a 5 quilémetros do rio Jamor que termina no rio Tejo. Em Sintra, os animais
apresentavam varias ribeiras nas imediacdes e rios, exemplo do Rio Touro. Na zona de
Mafra tal como nas outras regides existem varias ribeiras, o rio Lizandro e o rio do Sobral,

a passar proximo dos locais de habitacdo.
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Figura 12 - Mapa de Lisboa com a localizacao habitacional dos animais
pertencentes ao estudo
Legenda: @- Localizacdo habitacional dos animais do estudo

5.3 Caraterizacdo dos animais

Tabela 1 - Nimero total de animais rastreados

_ 21 (42%) 18 (44%) 39 (42%)
_ 29 (58%) 23 (56%) 52 (57%)
_ 50 (100%) 41 (100%) 91 (100%)

O numero total de amostras obtido nas regies de Elvas foi de 50 e em Lisboa 41.
Em Elvas, 58% pertenciam a cdes e 42% a gatos (Tabela 1). Em Lisboa, 56% eram de

cdes e 44% referiam-se a gatos (Tabela 1).
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5.3.1 Regido de Elvas

Idade dos Céaes

L

= Inferior a 2 anos = 2 e 4 anos = 4 e 6anos

= 6 e 8anos m 8e 10 anos m10e 12 anos

Gréfico 1- Grupos etarios dos caes nas amostras da regido de
Elvas

Idade dos Gatos

\

m Inferior a 2 anos ® 2 e 4 anos = 4 e 6anos

= 6 e 8anos = 8 e 10anos = 10e 12 anos

Gréfico 2 - Grupos etarios dos gatos nas amostras da regido
de Elvas
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Em Elvas, o nUmero de amostras obtidas em cdes (Grafico 1) foi superior nos animais
inferiores a dois anos e entre os dois e quatro anos, perfazendo um nimero de sete (24%)
amostras em cada. Entre 0s quatro e o0s seis anos, foi obtido um numero de cinco (17%)
amostras. Nas idades compreendidas entre 0s seis e 0s oito anos de idade foram obtidas
duas (7%) amostras de pele. No intervalo de idade entre os oito e dez anos entre os dez a
doze anos, houve um nimero de cinco (17%) e trés (10%) amostras respetivamente.

O nimero de amostras em gatos destacou-se mais nos animais com idades inferiores a
dois anos (Grafico 2), obtendo-se um numero de treze (62%) das amostras. Colheu-se
uma (5%) num animal com dois anos, duas (10%) amostras de animais com idades
compreendidas entre 0s quatro e os seis anos e por fim duas (10%) amostras em animais
com idade entre os dez e os doze anos.

Os cées com idades inferiores a dois anos (24% dos caes da amostra) (Tabela 2) tinham
um (14%) animal com idade inferior a seis meses. Haviam dois (29%) individuos com
idades compreendidas entre 0s seis e 0s doze meses, entre 0s doze e 0s dezoito haviam
trés (43%) animais e finalmente no intervalo de idade dos dezoito aos vinte e quatro meses
tinhamos um (14%) individuo.

Com idade inferior a dois anos (62% dos gatos da amostra), apenas existiam gatos (Tabela
2) com idades entre os seis e doze meses e dezoito e entre 0s vinte e quatro meses, com

sete (54%) e seis (46%) animais respetivamente.

Tabela 2 - Animais com idades inferiores a dois anos na regido de Elvas

Caes Gatos
1 (14%) 0

2 (29%) 7 (54%)
3 (43%) 6 (46%)
1 (14%) 0
7(24%) 13 (62%)

Em relacdo ao tipo de alojamento as percentagens sdo iguais em ambas as espécies,
havendo 38% (11 cdes e oito gatos) com alojamento exterior e 62% (18 cées e 13 gatos)

em alojamento interior (Tabela 3). Interpreta-se alojamento exterior como pequenas
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habitac6es adequadas para animais, exemplo de casotas, onde estes animais tém contacto
com o meio ambiente. No caso do alojamento interior, entende-se como coabitacdo com

o0s tutores dentro de casa.

Tabela 3 - Distribuicao do tipo de alojamento na regido de Elvas.

Exterior Interior

B e sew
RS o0 150620

Em Elvas, quer os cées que apresentavam alojamento exterior, quer os que coabitavam
com os tutores tinham acesso a via publica (Tabela 4). Este acesso a rua, corresponde ao
passeio higiénico do animal.

Todos os gatos com habita¢do exterior possuiam acesso a rua e oito (62%) dos animais

desta espécie com alojamento interior tinham acesso a via puablica (Tabela 4).

Tabela 4 - Relacdo entre o tipo de alojamento e 0 acesso a via publica na regido de
Elvas

Exterior Interior Exterior Interior

_ 11 (100%) 18 (100%) 8 (100%) 8 (62%)
B © 0 0 cew

Como mencionado anteriormente, todos o0s cées tinham acesso a rua mas com frequéncia
diferente, havendo um (3%) dos animais a ir duas vezes por dia, doze (42%) a irem trés
vezes e finalmente dezasseis (55%) cdes frequentavam a via publica mais do que trés
vezes por dia (Tabela 5). No caso dos dezasseis gatos com acesso a via publica, possuiam-
no de forma indeterminada, e como tal todos apresentavam uma frequéncia superior as

trés vezes diérias (Tabela 5).
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Tabela 5 - Relacdo entre 0 acesso a via publica e o nimero de passeios diarios na regido
de Elvas

C/acesso S/acesso C/acesso S/ acesso

0 0 0 0

1 (3%) 0 0 0

12 (42%) 0 0 0

16 (55%) 0 16 (100%) 0
29 (100%) 0 16 (76%) 5 (24%)

Em ambas as espécies, 0s animais com acesso a rua, apresentavam contacto com arbustos
(Tabela 6).

Tabela 6 - Relacdo entre o tipo de alojamento, 0 acesso a via publica e a proximidade de
arbustos na regido de Elvas

Exterior Interior

11 (100%) 18 (100%)

8 (100%) 8 (100%)

Em relacdo a desparasitacdo, vinte e um (72%) dos cédes estavam com a desparasitacdo
em dia (Grafico 3) sendo que destes 72%, dezanove (90%) apresentavam apenas
desparasitacdo com acdo conta ectoparasitas (Grafico 4), mais concretamente carragas,
que sdo os vetores de interesse para 0 estudo. Nenhum deles possuia desparasitacao
exclusiva microfilaricida bem como uma associacdo de um agente microfilaricida com
outro ectoparasiticida. Ainda existiam dois (10%) animais desparasitados mas sem agéo

contra os parasitas em questéo.
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Cées - Acesso a rua e desparasitacdo
100%

80% 2%

60%

0% m C/ acesso
’ 28%

- .
0%
Desparasitados Ndo desparasitados

Gréfico 3 - Cées com acesso a via publica e o estado de
desparasitacdo na regido de Elvas

Cées - Acesso a rua e tipo de
desparasitante

100% 90% m C/ acesso
80%
60%
40%
20% 10%
: ° -
0%
Microf. Ectop. Ambos Outro

Gréfico 4 - Caes desparasitados com acesso a via publica e o
tipo de desparasitante usado nos mesmos na regido de Elvas
Legenda: Microf.: Microfiaricida. Ectop.: Ectoparasiticida

Dos gatos que tinham acesso ao exterior, 11 (69%) estavam desparasitados (Gréafico 5),
sendo que destes, apenas quatro (36%) tinham um agente microfilaricida, e um (9%) um
agente ectoparasiticida com acdo contra carragas (Grafico 6). Dos animais desparasitados,
seis (55%) tinham outro tipo de desparasitacdo que ndo apresentava interesse para o
estudo em causa (Grafico 6). Os gatos que ndo possuiam acesso a rua estavam todos
desparasitados (Grafico 5), sendo que um (20%) apresentava desparasitacao
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microfilaricida exclusiva e um (20%) possuia a associacdo de um agente microfilaricida

com outro ectoparasiticida (Gréafico 6).

Gatos - Acesso a rua e desparasitacéo

L00% 100%
80% 69%
60%
40% 31%
20% . .
0%
C/ acesso S/ acesso

m Desparasitados ~ ® N&o desparasitados

Gréfico 5 - Gatos com e sem acesso a via publica e o estado de
desparasitacdo na regido de Elvas

Por fim, trés (60%) gatos desparasitados, possuiam desparasitacdo para outro tipo de
espécies alvo que ndo as de interesse para o presente trabalho (Grafico 6).

Nos animais desparasitados com principios ativos de interesse para o estudo, o
ectoparasiticida mais usado nos cdes a flumetrina (47%), seguido da permetrina (32%),
fluralaner (16%) e afloxaner (5%) (Grafico 7).

Gatos - Acesso a rua e tipo de desparasitante

100%
80%
60%
60% 55%
36%
0,
o o, - II
0 0
0,
" = o
Microf. Ambos Outro

Ectop.
mC/ acesé%) m S/ acesso

Gréfico 6 - Gatos com e sem acesso a via publica e tipo de desparasitante na
regiéo de Elvas.
Legenda: Microf.: Microfilaricida. Ectoparasiticiada; Ectoparasiticida.
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Elvas - Ectoparasiticidas usados e percentagem da
sua utilizacdo nas diferentes espécies

100% 10%
0

80%
60% 47%
40% 32%

16%
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Fipronil ~ Flumetrina Fluralaner Permetrina Afloxaner

m Cdes m Gatos

Gréfico 7 - Ectoparasiticidas usados na regido de Elvas.

Nos gatos houve uso exclusivo de fipronil (100%). Verifica-se que ndo houve cées a usar
o fipronil (0%).

Né&o houve o uso de agentes microfilaricidas por cées. Dentro dos microfilaricidas usados
nos gatos (Grafico 8), a moxidectina foi a mais frequente (83%) seguida da

eprimomectina (17%).

Elvas - Microfilaricidas usados e percentagem
da sua utilizacdo nas diferentes espécies

0,
100% 83%%
80%
60%
40%
17%
20%
0% 0 Bl
Moxidectina Eprimomectina

m Gatos m Cées

Gréfico 8 - Microfilaricidas usados na regido de Elvas
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5.3.2 Lisboa

Idade dos Caes

4%

—

9%

4%

m Inferiora 2 anos = 2 e 4 anos = 4 e 6anos 6 e 8 anos

m 8 e 10 anos = 10e 12 anos m 12 e 14 anos

Gréafico 9 - Grupos etarios dos caes nas amostras da regido do centro de
Lisboa

Idade dos Gatos

m Inferior a 2 anos ® 2 e 4 anos =4 e 6anos 6 e 8anos

m 8 e 10 anos = 10 e 12 anos m 12 e 14 anos

Grafico 10 - Grupos etarios dos gatos nas amostras da regidao do
centro de Lisboa

O numero de amostras obtidas em cdes na regido de Lisboa (Gréafico 9) foi superior em

animais com idade inferior a dois anos, totalizando nove (39%) animais. No intervalo de

dois e quatro anos de idade, foram obtidas quatro (17%) amostras. Apenas foi obtida uma

(4%) amostra num animal com quatro anos. Nos intervalos de seis a 0ito anos e de oito a
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dez anos, foram obtidas duas (9%) amostras em cada. Entre os dez e doze anos houve um
(4%) animal incluido no estudo e por fim, no intervalo dos doze aos catorze anos foram
obtidas quatro (17%) amostras.

Houve maior nimero de amostras em gatos com idades inferiores a dois anos, perfazendo
um total de oito (44%). Entre os dois e 0s quatro anos foram obtidos um nimero de seis
(33%) amostras em gatos. A excecdo do intervalo de idades seguinte que ndo teve
animais, as restantes idades tiveram uma (6%) amostra em cada (Gréafico 10).

Dentro do intervalo de idades inferiores a dois anos (39% dos cdes da amostra) (Tabela
7), temos quatro (44%) cédes com idade entre os seis e 0s doze meses. Entre os doze e 0s
dezoito temos dois (22%) animais e no intervalo dos dezoito e 0s vinte e quatro meses de
idade temos trés (33%) caes.

No que diz respeito as idades dos gatos (44% dos gatos da amostra) (Tabela 7), temos um
(12,5%) animal com idade inferior a seis meses e entre os seis e 0os doze meses. Com
cinco (62,5%) gatos, temos o intervalo de idades de doze e dezoito meses e finalmente,
com um individuo (12,5%), temos o intervalo de idades dos dezoito aos vinte e quatro

meses.

Tabela 7 - Animais com idades inferiores a dois anos na regido do centro de Lisboa

Caes Gatos
0 1 (12.5%)
4(44%) 1 (12.5%)
2 (22%) 5 (62.5%)
3(33%)  1(12.5%)
9 (39%) 8 (44%)

Quanto ao tipo de alojamento, seis (26%) caes tinham alojamento exterior, enquanto
dezassete (74%) dos restantes coabitam com os tutores (Tabela 8).
No caso dos gatos, seis (33%) dos animais do estudo viviam no exterior e 12 (67%)

dentro de casa (Tabela 8).
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Tabela 8 - Distribuicao do tipo de alojamento na regido do centro de Lisboa

Exterior Interior

e oo wom
R <50 26mo

Como é possivel observar na tabela 9, todos os cées tinham acesso a via publica, no
entanto um (4%) dos animais tinham acesso uma vez por dia, nove (40%) dos animais
iam duas vezes por dia a rua, seis (26%) iriam trés vezes por dia e finalmente sete (30%)
dos animais do estudo com mais de trés idas ao espago publico (Tabela 10).

Nos seis gatos com acesso a rua (Tabela 9), todos os animais frequentavam mais de trés
vezes por dia, uma vez que o0s gatos tinham livre acesso ao espaco (Tabela 10).

Tabela 9 - Relacdo entre o tipo de alojamento e 0 acesso a via publica na regido do
centro de Lisboa

Exterior Interior Exterior Interior

_ 6 (100%) 17 (100%) 6 (100%) 0
B 0 0 o v

Tabela 10 - Relagdo entre 0 acesso a via publica e 0 nimero de passeios diarios na
regido do centro de Lisboa

C/acesso S/acesso C/acesso S/ acesso

1 (4%) 0 0 0

9 (40%) 0 0 0

6 (26%) 0 0 0

7 (30%) 0 6 (100%) 0
23(100%) 0 6(33%) 12 (67%)
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Tal como em Elvas, todos os animais com acesso a via publica, tém acesso a arbustos
(Tabela 11).

Tabela 11 - Relacdo entre o tipo de alojamento, 0 acesso a via publica e a proximidade
de arbustos na regido do centro de Lisboa

Exterior Interior

6(100%) 17 (100%)

6 (100%) 0

Como mencionado anteriormente, todos os cées tinham acesso a rua e dezassete (74%)
dos mesmos estavam desparasitados (Grafico 11). Dos animais desparasitados, doze
(70%) tinham um desparasitante adequado contra carragas, dois (12%) tinham uma
associacdo de um agente microfilaricida e de outro ectoparasiticida. Ainda inserido neste

grupo, trés (18%) dos animais possuiam outro tipo de desparasitacdo (Gréafico 12).

Cées - Acesso a rua e desparasitacao

m C/ acesso
100%

80% 74%
60%

40%
26%

- .
0%
Desparasitados N&o Desparasitados

Gréfico 11 - Cées com acesso a via publica e o estado de desparasitacdo na
regiao do centro de Lisboa
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Cées - Acesso a rua e tipo de desparasitante

100% m C/ acesso
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40%

18%
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Microf. Ectop. Ambos Outro

Gréafico 12 - Cées com acesso a via publica e o tipo de desparasitante na regido do
centro de Lisboa
Legenda: Microf.: Microfilaricidas. Ectop.: Ectoparasiticidas

Dos gatos com acesso a rua, dois (33%) exibiam desparasitacdo exclusiva contra
microfilarias (Grafico 13 e 14). Ja os gatos sem acesso detinham sete (58%) animais
desparasitados e destes, trés (43%) eram desparasitados por um microfilaricida, outros
trés (43%) por uma associa¢do de microfilaricida com um ectoparasiticida. Por fim, os

existia um (14%) animal desparasitado por outro tipo de principios ativos.

Gatos - Acesso a rua e desparasitacao
100%

80%

67%

58%
60%

42%

C/ acesso S/ acesso

40% 33%

20%

0%
m Desparasitados ~ ® N&o Desparasitados

Gréfico 13 - Gatos com e sem acesso a via publica e o estado de desparasitacao
na regiéo do centro de Lisboa.
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Gatos - Acesso a rua e tipo de desparasitante

100%
100%

80%
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43% 43%
40%
14%

0 0% 0 0.

Microf. Ectop. Ambos Outro

20%
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mC/acesso m S/ acesso

Gréfico 14 - Gatos com e sem acesso a Vvia publica e o tipo de desparasitante
na regiao do centro de Lisboa
Legenda: Microf.: Microfilaricidas. Ectop.: Ectoparasiticidas

Na regido de Lisboa, houve uma maior variedade de principios ativos utilizados (Grafico
15), sendo 0 uso de permetrina nos cées superior aos demais (38%), seguida da flumetrina
(22%), o piriproxifen (17%), o afloxaner (11%) e finalmente a deltametrina e o fluralaner
em igualdade de uso (6%). No caso concreto dos gatos o fipronil foi o mais utilizado
(40%) e em igualdade de uso (20%) temos o piriproxifen, sarolaner e o lotilaner.

Lisboa - Ectoparasiticidas usados e frequéncia de uso
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Gréfico 15 - Ectoparasiticidas usados na regido do centro de Lisboa
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Dentro dos microfilaricidas usados (Grafico 16), para os cdes recorreu-se apenas a dois
principios ativos: a milbemicina oxima e a ivermectina com igualdade de percentagem
(50%). Nos gatos houve uma maior variabilidade de agentes microfilaricidas usados, pelo
que a milbemicina oxima foi a mais usada (46%), seguida da selamectina (27%), a

eprimomectina (18%) e finalmente a moxidectina (9%).

Lisboa - Microfilaricidas usados e frequéncia de
uso

60%  50% 460 50%

40% 27%
18%

20% I 9%
0 0 0 0
o ] =

Milbemicina  Ivermectina Selamectina  Eprimomectina  Moxidectina
oxima

mCaes mGatos

Gréfico 16 - Microfilaricidas usados na regido do centro de Lisboa

5.4 Resultados da colheita

Tabela 12 - Resultados obtidos das amostras colhidas na regido de Elvas e Lisboa

Positivo  Negativo  Positivo  Negativo

1(4%) 22 (96%)

(100%)
21 . 18
(100%) (100%)

Dentro das amostras colhidas (Tabela 12), apenas uma (4%) amostra de Lisboa foi
positiva para a presenca de microfilarias. Dentro desta mesma amostra, foi encontrada

uma unica microfilaria. Esta amostra foi obtida em Lisboa, no més de junho de 2020. O
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animal era uma cadela de raca Podengo com idade de 7 anos residente na aldeia da

Manjoeira (Figura 13), concelho de Loures. Possuia alojamento exterior e

consequentemente acesso a arbustos, com acesso a via publica mais de trés vezes diarias
e ndo estava desparasitada.
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Figura 13 - Localidade de residéncia (da regido de Lisboa) do cdo onde foi obtida
a amostra positiva do estudo. Mapa obtido através da aplicacdo My maps
Legenda: 9 - Localidade de residéncia

Figura 14 - Parasita do género Cercopitifilaria spp. observado no microscépio 6tico
com magnificacdo de 100x. Imagem original.
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Figura 15 - Parasita do género Cercopitifilaria spp. observado no microscépio
otico com magnificacdo de 100x. Imagem original.

A microfilaria encontrada pertence ao género Cercopithifilaria (Figura 14 e 15), segundo
0 seu comprimento de 232 um, largura de 12,1 pum, e asas laterais que Ihe conferem uma
forma navicular caracteristica dos parasitas desta espécie podemos afirmar que é uma

microfilaria da espécie Cercopithifilaria sp. 1l.

6 Discussao

6.1 Onchocerca lupi
Epidemiologia

Pensa-se que nas zonas onde foram descritos casos de onchocercose a distribuigdo
geografica deste parasita esteja relacionada com a presenca e propagacdo do possivel
vetor para novas zonas (Otranto et al., 2013b).

Seria espectavel serem encontrados alguns individuos parasitados, dadas as condicGes
propicias para o desenvolvimento dos possiveis vetores de O. lupi na zona mediterranea,
nomeadamente, a nivel de clima (Adler and McCreadie, 2019; Tahir et al., 2019), ndo
tendo sido identificadas até ao momento diferencas significativas entre a regido do

Alentejo, a de Lisboa e o Algarve. Sabe-se que o possivel vetor do parasita O. lupi ndo se
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afasta mais do que um raio de cinco quilometros da zona de ecloséo dos ovos (Adler and
McCreadie, 2019). No presente estudo, verificou-se que todos 0s animais viviam numa

area favoravel ao desenvolvimento de vetores.

NUmero de animais da amostra

Comparando com estudos de vigilancia epidemioldgica feitos anteriormente em Portugal
(Otranto et al., 2013d; Maia et al., 2015), 0 nimero de animais usado neste estudo foi
inferior. S6 por si, 0 nimero de amostras ndo € a explicacdo dos resultados obtidos no
estudo, visto que no estudo feito no Algarve (Otranto et al., 2013d), estava inserida uma
pesquisa do parasita O. lupi na Grécia, com um numero de 23 (27% das amostras obtidas
no Algarve) cdes. Comparando o nimero de amostra de pele colhidas no Algarve em dois
estudos anteriores (Otranto et al., 2013d; Maia et al., 2015) com o nimero obtido no
presente trabalho, estdo representados 61% dos cées (52/84) e 25% (39/155) dos gatos
(Tabela 1).

Idade dos animais

A espécie do nematode O. lupi tem sido identificada em animais com mais de um ano de
idade e pensa-se que este facto esteja associado ao seu longo periodo de incubacéo, que
vai de alguns meses até anos (Otranto et al., 2015b; Edelmann et al., 2018).

Tendo em conta o longo periodo de incubacéo, existe pouca probabilidade dos animais
com menos de um ano serem positivos, excluindo-se assim deste estudo trés (9%) caes e

sete (33%) gatos de Elvas e quatro (17%) cées e dois (11%) gatos de Lisboa.

Regido do corpo onde é feita a biopsia

O ritmo circadiano sugere a existéncia de um vetor que parasite intermitentemente o
hospedeiro, e que a concentracdo de microfilarias no corpo do animal seja superior nas
zonas de alimentacdo desse vetor (regido da cabeca e regido interescapular) e durante a
tarde, fase do dia em que ha maior atividade dos vetores (Otranto et al., 2013c)

No estudo foram colhidas amostras maioritariamente na regido do abdémen, onde

ocorreram grande parte das incisfes cirdrgicas. A localizacdo da zona de bidpsia nao foi
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a mais recomendada, permitiu contornar alguma relutancia em autorizar incisées extra
por parte dos tutores e minimizar a lesdo nos animais. As concentracfes de parasitas que
foram colhidos em amostras de pele de quatro animais na regido da cabeca e regido
umbilical foram similares (Széll et al., 2001).

A fase do dia em que foram colhidas as amostras ndo foi padronizada, uma vez que a
colheita foi feita mediante a disponibilidade dos tutores e da calendarizacdo dos
procedimentos cirurgicos pelos CAMV. Este fator podera condicionar a concentragédo de
parasitas nas amostras de pele reduzindo assim a probabilidade de obteng&o de amostras
positivas para aquelas que foram colhidas durante a manha.

As amostras de pele foram obtidas quer numa regido geogréafica, quer noutra, num grande
periodo de tempo, sendo que as amostras de Elvas foram obtidas na primavera, verdo e
outono. As amostras de Lisboa foram obtidas no inverno, primavera e verdo. Os possiveis
vetores do parasita possuem uma atividade superior na primavera e no verao mas apés a
alimentacéo do vetor e transmissao das formas infetantes, o periodo de incubacéo é longo
até que se observem as microfilérias resultantes desta infecdo (Edelmann et al., 2018).
Podemos verificar assim que as amostras poderiam ser positivas em qualquer fase do ano
mas em diferentes contextos. Uma vez que o periodo pré-patente do parasita pode ser
superior a um ano (no caso de O. lupi), em areas endémicas, se 0s animais nao forem
desparasitados com farmacos com acao sobre filarias, é expectavel que exista infecdo por
este tipo de parasitas, decorrente de anterior parasitismo (no presente ano ou em anos
anteriores) por vetores (Edelmann et al., 2018).

Presentemente, a técnica mais sensivel para identificacdo de microfilarias de O. lupi em
animais assintomaticos é a bidpsia cutanea (Otranto et al., 2015b). No entanto, como
mencionado anteriormente, existe uma elevada quantidade de falsos negativos caso haja

colheita de amostras no periodo pré-patente da infegcdo (Otranto et al., 2013d).

Alojamento dos animais e habitos quotidianos

Os animais que apresentam um numero superior de passeios a rua, terdo maior
probabilidade de contacto com vetores de parasitas. Verificou-se que todos os animais do
estudo tém na proximidade uma fonte de &gua num raio inferior a cinco quilémetros.
Estas condicOes favorecem o desenvolvimento de simulideos, os provaveis vetores de O.

lupi e um maior risco de infecdo dos hospedeiros definitivos (Adler and McCreadie, 2019;
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Hoerauf, 2011). Em Elvas, todos os cées tinham acesso a rua mais de duas vezes por dia
e desses vinte e nove animais, onze (38%) tém habitacéo exterior e dezoito (62%) vivem
no interior de habitag6es. Os cdes que vivem no exterior, estdo constantemente sujeitos a
exposicao ao vetor, havendo uma maior probabilidade de contacto nestes animais. J& nos
gatos, como 0s animais que tém acesso ao exterior é feito de forma indeterminada, temos
dezasseis (76%) dos vinte e um animais com maior probabilidade de exposicdo ao
parasita.

Tal como em Elvas, todos os cées de Lisboa tém acesso a rua, mas apenas seis (26%)
animais vivem no exterior e o0s restantes dezassete (74%) coabitam com o0s seus tutores.
Apenas um animal vai uma Unica vez por dia a rua e os restantes vinte e dois vdo mais do
gue uma Unica vez. Isto permitiria que mesmo 0s animais que vivem mais protegidos no
interior de casa, tivessem pelo menos uma vez ao dia contacto com o vetor, ainda que por
curto periodo de tempo. No caso concreto dos gatos, apenas seis animais teriam uma

maior exposi¢do a vetores.

Condicao profilatica dos individuos

Pensa-se que a melhor técnica para prevenir o desenvolvimento da infe¢do provocada por
O. lupi seja através da administracdo de milbemicina oxima em cées, especialmente
durante o periodo de maior atividade dos possiveis vetores (de abril a outubro) (Tahir et
al., 2019). Também existe a possibilidade de utilizagdo de repelentes para 0s vetores como
medida de prevencéo da infecdo (Tahir et al., 2019). Dos piretroides usados, a permetrina
¢ a que apresenta alguma eficécia relativamente a similideos (Shemanchuk and Taylor,
1984). No entanto, a eficacia conhecida foi apenas testada em ruminantes, nao existindo
estudos que comprovem a sua eficdcia em cdes (Khan, 1981). Estes poderdo ser
considerados como medida adjuvante a prevencgdo, assumindo que 0s animais nao estao
efetivamente protegidos pelo uso exclusivo deste tipo de agente (Tahir et al., 2019). Nos
gatos ndo se utilizam piretroides como repelente de vetores, dado o elevado risco de
intoxicacao para esta espécie (Boland and Angles, 2010).

As lactonas macrociclicas parecem ter efeito microfilaricida (Nolan and Lok, 2012) e,
ndo havendo estudos que refutem o contrario, podemos assumir apenas a milbemicina

oxima como medida preventiva eficaz (Tahir et al., 2019).

73



No estudo efetuado, em Elvas nenhum céo estava desparasitado com microfilaricida. Dos
gatos desparasitados, 36% (4/12) dos que tinham acesso a rua e 20% (2/5) dos nédo
possuiam acesso, estavam desparasitados com um agente microfilaricida. O
microfilaricida mais usado foi a moxidectina (cinco animais) seguida da eprinomectina
(um animal). N&o esquecendo o efeito repelente que possa haver em alguns
ectoparasiticidas, dos cédes desparasitados, 79% (15/29) foram desparasitados por um
piretroide.

Apesar da flumetrina ser um piretroide sintético, ndo foram encontrados estudos da sua
eficacia contra os vetores em questdo, havendo assim 32% (seis) de cdes desparasitados.
Em Lisboa, apenas 12% (2/17) dos cdes desparasitados possuiam desparasitacao
microfilaricida, estando associada a um agente ectoparasiticida, um com permetrina e
outro com afloxaner. Ja no caso dos gatos, todos (dois) os que tinham acesso a rua e que
estavam desparasitados, estavam com um agente microfilaricida: um gato com
selamectina e outro com milbemicina oxima. Dos gatos que viviam dentro de casa, 43%
(3/7) possuiam desparasitacdo com microfilaricida e ainda existiam outros 43% (3/7), aos
quais tinha sido aplicada uma associa¢do de um microfilaricida com um ectoparasiticida.
Os agentes com agdo microfilaricida usados nos cdes foram a milbemicina oxima e a
ivermectina (um animal em cada) e nos gatos temos por ordem decrescente de uso a
milbemicina oxima (cinco animais), a selamectina (trés) e a eprimomectina (dois). Um
dos gatos possuia associacdo de selamectina com moxidectina. Quanto ao uso de
ectoparasiticidas, dos caes desparasitados (74%), 70% (12/17) foram exclusivamente com
um ectoparasiticida e 12% (2/17) dos animais com uma associacdo de um microfilaricida
com um ectoparasiticida. No caso concreto dos gatos, dos 43% (3/7) sem acesso a rua e
desparasitados possuiam uma associacao de um microfilaricida com um ectoparasiticida.
Sabendo que os piretroides apresentam efeito repelente contra a mosca negra, 38% (sete
animais) dos cées usavam permetrina e 6% (seis) deltametrina.

Poder-se-a concluir que em Elvas os animais ndo estao protegidos contra o parasita, e que
em Lisboa é aplicado tratamento profilatico eficaz contra o parasita a seis animais (cinco
gatos e um cdo) do grupo em estudo.

A néo observacédo de microfilarias de O. lupi pode estar associada a uma combinacgéo de
fatores, juntamente com o ndmero reduzido de amostras. Os animais que reuniram as

condicBGes mais propicias para albergar este parasita sdo: animais com idades superiores
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a um ano, com alojamento exterior e ndo desparasitados com milbemicina oxima. Dentro
destes parametros, temos 12 dos 50 animais (nove cées e trés gatos) em Elvas, que
representam 24% da amostra. Em Lisboa esse grupo de animais (do total de 41
observados), juntou seis biopsias (trés cédes e trés gatos), o que representa 15% das
amostras. Comparativamente ao numero de animais dos estudos feitos no Algarve
(Otranto et al., 2013d; Maia et al., 2015), isto representa 11% e 4% dos cées de Elvas e
Lisboa respetivamente e 1% dos gatos de cada regido.

Tendo em conta que nos estudos mencionados do Algarve a percentagem de gatos
positivos foi de 0.65% (dos 155 gatos, um foi positivo) e 8% (dos 84 cées, sete deram
positivo) dos cées, ndo seriam espectaveis animais positivos nesta amostra para O. lupi
considerando o nimero reduzido de elementos que apresentavam as condi¢cGes mais

favoraveis para o surgimento de infecéo.

6.2 Cercopithifilaria spp.

Epidemiologia

O vetor de Cercopithifilaria spp. € uma carraca da espécie Rhipicephalus sanguineus que
apresenta distribuicdo cosmopolita e, sendo caracteristica de climas temperados,
apresenta todas as condicdes para proporcionar a transmisséo do nematode em Portugal
(Dantas-Torres, 2008; Nicholson et al., 2019)..

A época do ano em gue foram obtidas as amostras ndo é um fator condicionante (Otranto
et al., 2012a). Nos paises de clima temperado, existe uma maior atividade do vetor nos
meses do final da primavera até ao inicio do outono. Observa-se assim uma maior
probabilidade de aparecimento e detecdo de infecdo passados aproximadamente seis
meses, 0 possivel periodo de incubacdo do parasita (Dantas-Torres, 2008; Otranto et al.,
2012a). A amostra positiva do estudo corrobora este fator, tendo sido obtida no més de
junho, conjeturando que a infecdo tenha ocorrido no outono anterior (novembro ou
dezembro). Também seria possivel que as amostras obtidas nos meses de inverno
possuissem uma maior probabilidade de corresponderem a animais infetados. Isto deve-
se ao possivel contacto dos animais com carracgas nos periodos da primavera e verao que
iriam consequentemente apresentar infecdo nos meses de outono e inverno (Otranto et al.,

2012a). Verificou-se que esta espécie de carracas apresenta uma grande versatilidade
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habitacional podendo existir em qualquer uma das zonas visadas neste estudo, quer da

regido de Lisboa, quer na regido de Elvas (Dantas-Torres, 2008)

NUmero de animais

A presenca de Cercophitifilaria spp. foi descrita em Portugal através de um estudo onde
foram colhidas 102 amostras a animais nas quais 24 foram positivas para microfilarias
deste género, perfazendo uma percentagem de aproximadamente 23% (Cortes et al.,
2014). Noutro estudo feito numa zona da Grécia, onde se recolheram 23 amostras em caes
onde uma delas foi positiva (Otranto et al., 2012b). Logo, per si, 0 nimero de individuos
incluidos na amostra é importante, mas nédo é fator eliminatério da possibilidade de se
encontrarem microfilarias, estando dependente da prevaléncia da infecdo nessa

populagéo.

Idade dos animais

Tendo em conta que o periodo de incubacdo destes parasitas € bastante inferior ao de O.
lupi, é espectavel que surjam animais parasitados com idades inferiores a um ano (Otranto
et al., 2012a), logo a idade ndo seria um obstaculo, tendo em conta que o animal mais

jovem do estudo apresenta quatro meses.

Regido do corpo onde é feita a biopsia

Tal como acontece no caso de O. lupi, existe desigualdade na distribuicdo dos parasitas
nas diferentes regibes do corpo (Otranto et al., 2012a). As zonas onde existe maior
concentracdo de parasitas e onde é aconselhada a colheita das amostras serd também na
regido da cabeca, pescoco e orelhas (Otranto et al., 2012a). Como mencionado
anteriormente, este requisito ndo foi cumprido para reduzir a relutancia por parte dos
tutores ao entrar no estudo. No entanto, verificou-se que, mesmo em pequena
percentagem, é possivel encontrar parasitas na regido ventral do animal (Otranto et al.,
2012a). O caso concreto da amostra positiva do estudo, foi de uma cadela ovério-
histerectomisada onde a amostra foi obtida na regido abdominal junto da linha branca

onde é feita a incisao cirurgica.
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A bidpsia cutanea e observacdo do sedimento, foi a técnica usada no estudo. E a mais
usada para pesquisa deste tipo de parasitas em animais assintomaticos (Otranto et al.,
2013a; Tahir et al., 2019).

Alojamento dos animais e habitos quotidianos

O vetor de Cercopithifilaria spp. possui uma grande capacidade de adaptacéo a diferentes
tipos de habitats, pelo que nas fases de vida ndo parasitarias podem encontrar-se em zonas
arbustivas e até proximas de onde vive o hospedeiro. Por isso, 0s animais que possuem
acesso a arbustos e que estdo mais expostos ao ambiente exterior, possuem uma maior
probabilidade de contacto com carracgas (Dantas-Torres, 2008).

Dentro do grupo com maior exposicao temos em Elvas 38% (11) e em Lisboa 26% (seis)
dos cdes e com alojamento no exterior. Os animais que coabitam com os tutores também
tém acesso a rua mas com reduzido periodo de exposicao e, dada a maior interacdo com
0s seus proprietarios, mais facilmente a presenca de ixodideos € reconhecida e 0s mesmos
sdo alvo de remocéo pelo seu tutor ou, levados a um profissional (médico veterinario)
para que atue adequadamente no controlo deste parasitismo. O animal do estudo no qual
foi possivel identificar microfilarias de Cercopihtifilaria spp. vivia no exterior e tinha

acesso a rua mais de trés vezes por dia, corroborando o que foi dito anteriormente.

Condigéo profilatica dos individuos

O controlo mais eficaz da infecdo por Cercopithifilaria spp. € feito com uso de
ectoparasiticidas para reduzir a probabilidade do vetor se alimentar e consequentemente
transmitir filarias ao hospedeiro (Tahir et al., 2019). Verificou-se o0 sucesso de tratamento
com microfiléricida moxidectina mas apenas com a sua aplicacdo a cada trés semanas,
contrariamente a aplicacdo mensal recomendada pelo fabricante (Boyd et al., 2019).

Em Elvas, 90% (19) dos caes desparasitados estavam com um ectoparasiticida. O
principio ativo mais usado foi a flumetrina (9/19), seguido da permetrina (6/19), do
fluralaner (3/19) e finalmente o afloxaner (1/19).

Em Lisboa, 70% (12) dos cées desparasitados estavam com um ectoparasiticida e ainda
12% (dois) com uma associacao de microfilaricida com um ectoparasiticida. Com uma

maior diversidade de principios ativos, a permetrina (7/12) foi a mais usada, seguida da
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flumetrina (4/12), o piriproxifen (3/12 todos associados a permetrina), afloxaner (dois
animais em que um deles tem associacdo com flumetrina) e finalmente a deltametrina
(1/12) e o fluralaner (1/12).

O animal positivo no estudo, além de possuir exposi¢ao ao parasita, ndo possuia qualquer
tipo de desparasitacdo, aumentando a janela de probabilidades para infecao.

O resultado obtido para este tipo de parasita seria 0 esperado tendo em conta todos 0s
fatores mencionados anteriormente. O grau de exposicao ao parasita e desparasitacdo sao
os fatores mais importantes para que a infecdo ocorra e perdure com sucesso. Se
agruparmos os animais do estudo que possuiam maior exposi¢ao ao parasita incluindo os
cdes que habitavam no exterior, e sem qualquer tipo de desparasitacdo, teriamos trés
(10%) animais em Elvas e trés (13%) em Lisboa. Ou seja, seriam apenas 2% dos animais
de cada regido com um grau de exposi¢do semelhante a dos animais avaliados no estudo
feito por Cortes et al. em 2012 e publicado em 2014 (Cortes et al., 2014).

Além destes fatores, dado as amostras ndo terem sido obtidas nas zonas do corpo onde ha
maior concentracdo do parasita, podemos ter diminuido a probabilidade de obtencédo de

resultados positivos.

7 Concluséao

A comunidade cientifica esta alertada para o risco de parasitismo por O. lupi, quer para
0S animais, quer para 0s humanos, no entanto € necessario um maior investimento em
diferentes dominios. J& no caso de Cercopithifilaria spp. a importancia clinica ainda ndo
foi devidamente esclarecida, pelo que é essencial um estudo mais aprofundado acerca
deste ponto, para o qual todos os médicos veterinarios, na sua pratica clinica em pequenos
animais, devem contribuir.

A elucidacdo dos vetores de O. lupi, nas diferentes regides do mundo é essencial para
analisar de forma mais eficaz a situacdo epidemioldgica das zonas, mas também para
analisar o risco de surgimento de infe¢cdo em regides indemnes. Com o conhecimento do
vetor, poder-se-a implementar estratégias de controlo dos mesmaos, tal como é feito para
Onchocerca volvulus (Hoerauf, 2011).

Tendo em conta que muitos animais sdo assintomaticos, servindo como reservatorio, a

analise epidemioldgica deve ser feita de forma rigorosa para avaliar a real dimenséo do
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problema. Ainda neste ambito, é essencial esclarecer o papel dos gatos como hospedeiro
em relacdo a O. lupi, desempenhando o papel de reservatdrio e agente disseminador do
parasita.

O desenvolvimento de técnicas de diagndstico menos traumaticas, nomeadamente testes
sorologicos (Campbell et al., 2016), e a sua disponibilidade comercial, sdo importantes
para reduzir algum tipo de oposicdo por parte dos tutores a proceder ao diagndstico por
métodos diretos e invasivos. O tipo de teste também deve ter como objetivo a reducdo do
namero de falsos negativos para os casos de onchocercose (Otranto et al., 2013d). Sem
outro tipo de publicagdes neste &mbito, ndo existe até a data testes sorolégicos com
especificidade e sensibilidade estudadas para o diagnostico de O. lupi.

A sensibilizacdo quer dos médicos veterinarios, quer dos médicos de medicina humana
para estas infegdes por filarias é essencial, especialmente para o parasitismo por O. lupi,
atendendo ao potencial zooantroponético, que no Algarve apresenta uma prevaléncia de
10% em cées (Otranto et al., 2013d). Muitas vezes as infecdes parasitarias ndo sao
diagnosticadas, ndo por os animais nao estarem infetados, mas porque este tipo de
doencas ndo abrange a lista de diagndsticos diferenciais para enfermidades oculares e
cuténeas.

Quer o tratamento, quer o controlo da filariose humana e animal esta pouco estudada,
sendo necessario conhecer o verdadeiro papel das diferentes lactonas macrociclicas no
tratamento e prevencao.

Com este trabalho, foi possivel analisar alguns fatores que poderdo estar implicados na
infecdo dos animais por microfilarias. O estudo seria mais enriquecido através da insercao
de outras variaveis pertinentes, nomeadamente o periodo de tempo que 0s animais ndo
apresentavam desparasitagdo, a Ultima vez que o animal possuiu uma carraga ou se
alguma vez o teve. Em projetos futuros deverdo ser utilizadas técnicas padronizadas
(exemplo da zona do corpo onde é feita a bidpsia cutanea e o periodo do dia) e com um
maior numero de animais sujeitos as mesmas condi¢fes. Tendo um ndmero reduzido de
amostras, o estudo ndo € representativo da situacdo epidemioldgica das regides
mencionadas. Podemos verificar que o nimero de animais que agrupavam as mesmas
condigdes e levariam a um maior numero de positivos, era reduzida. O nimero reduzido
de amostras deveu-se também a algum tipo de relutancia por parte de alguns tutores que

ndo permitiram a obtencdo da amostra de pele do seu animal. Somando a este fator, os
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problemas logisticos associados a situacdo epidemiologica provocada pelo virus sars-
Cov2, e a consequente pandemia de Covid-19, da qual resultou também num reduzido
namero de amostras recolhidas, num maior periodo de tempo.

O resultado deste estudo demonstrou que a exposicao aos fatores de risco é importante
para o surgimento de infecdo. Também permitiu reportar pela primeira vez, a presenca de
Cercopithifilaria spp. na regido de Lisboa. Em todo o caso, € importante salientar que, a
maior valorizacdo dos animais de companhia (hnomeadamente o céo e gato) que resultam
numa maior proximidade ao humano e, a coabitagéo no seu lar, associado a desparasitagdo
frequente (muitas vezes recorrendo a farmacos com ag&o sobre adultos ou estados larvares
destas filarias), contribuem para minimizar o parasitismo em numero significativo de

animais.
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