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RASTREIO SEROLOGICO DE TOXOPLASMOSE EM GATOS DOS CONCELHOS DE
OEIRAS E CASCAIS

RESUMO

A toxoplasmose é uma das parasitoses mais comuns em gatos sendo que a sua
seroprevaléncia mundial varia entre 5,5% e 97,4%. Em Portugal, existem poucos estudos
sobre a prevaléncia da toxoplasmose e, por isso, este estudo tem como objetivo principal
contribuir para o conhecimento da seroprevaléncia de base clinica no nosso pais. Para a
sua realizagdo, foram colhidas amostras de soro de 63 gatos e recolhidos dados
epidemioldgicos sobre a idade, a raga, o género, o tipo de alimentagéo, 0 acesso ao exterior
e o tipo de habitat dos progenitores. As amostras de soro foram analisadas através da
técnica de imunofluorescéncia indireta, tendo sido encontrados 25 gatos seropositivos,
correspondendo a uma seroprevaléncia de base clinica de 41%. O Unico fator de risco
identificado foi o acesso ao exterior. A idade do animal nédo foi estatisticamente significativa
como fator de risco, mas observou-se um aumento da prevaléncia em animais até aos 6
anos de idade. Os gatos de progenitores com acesso ao exterior, animais de género
feminino e com alimentacdo de risco apresentaram maior numero de seropositivos, no

entanto, estes resultados n&o foram estatisticamente significativos.

Palavras-chave: Toxoplasmose, Toxoplasma gondii, Prevaléncia, Gato, Zoonose



SEROLOGICAL SCREENING OF TOXOPLASMOSIS IN CATS FROM OEIRAS E
CASCAIS

ABSTRACT

Toxoplasmosis is one of the most common parasitic infections in cats and its
worldwide prevalence ranges between 5,5% and 97,4%. As in Portugal there are only a few
studies on the prevalence of toxoplasmosis, we intended to contribute to the knowledge of its
clinical base prevalence in our country. For its accomplishment, serum samples were
collected from 63 cats as well as epidemiological data about age, race, gender, type of food,
access to outside and parent's habitat type. Serum samples were analyzed by indirect
immunofluorescence and 25 cats wer found to be positive, corresponding to a clinical base
prevalence of 41%. The only risk factor identified was access to the outside. Age was not
statistically significant as a risk factor, but an increase in prevalence was observed in animals
up to 6 years. Cats with outdoor access parents, females and animals for food risk had the

highest number of seropositive, however, these results were not statistically significant.

KEY WORDS: Toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, Prevalence, Cat, Zoonosis



LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

Siglas/ Acrénimos

Significado

ALT Alanine aminotransferase
AST Aspartate aminotransferase
Bid Duas vezes ao dia, acrénimo latino de “ bis in die”
BTUB Beta tubulina, do inglés "Beta Tubulin"
DNA Acido desoxirribonucleico, acrénimo anglo-
saxonico para”’ Deoxyribonucleic Acid”
DT Teste de Lise, acrénimo anglo-saxonico para “Dye
test”
ELISA Ensaio imunoenziméatico, acrénimo anglo-saxénico
para “Enzyme-linked immunosorbent assay”
FC Fixacdo do Complemento, acrénimo anglo-
saxonico “Complement Fixation”
FelV Virus da leucemia felina, acronimo anglo-saxénico
para “Feline leukemia virus”
FIV Virus da imunodeficiéncia felina, acronimo anglo-
saxonico para “Feline immunodeficiency virus”
G Gauge
GRAG Antigénio de_proteina granular 6, do inglés
“Granule antigen protein 6”
IEA Teste de imunofluorescéncia indireta, acrénimo
anglo-saxonico para “Indirect fluorescent antibody”
IHA Hemaglutinacgédo indireta, acronimo anglo-saxonica
para “Indirect hemmaglutination”
Kg Kilograma
LAT Teste de aglutinacdo em Latex, acronimo anglo-
saxonica para “ Latex Aglutination test”
MAT Teste de aglutinacdo modificado, acrénimo anglo-
saxonico para “Modified agglutination test
NewSAG?2 Novo antigénio de superficie 1, do inglés“New
surface antigen 1”
Solucéo tampéo fosfato-salina, acronimo anglo-
PBS saxonico para "phosfate buffer saline".
PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase, acronimo
anglo-saxonica para “Polimerase Chain Reaction”
PIF Peritonite infecciosa felina
PK1 Piruvato cinase 1, do inglés “Pyruvate kinase 1”
Polimorfismo do comprimento de fragmentos de
RFLP restricdo, sigla anglo-saxonica para "Restriction

Fragment Length Polymorphism"

Rpm

Rotacdes por minuto




SAG3 Ant_igénio de superficie 3, do inglés “Surface
antigen 3"
SIDA Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
Simbolos Significado

pl Microlitro

pum Micrometro

Nm Nanometro
mg/Kg Miligrama por quilograma
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1. INTRODUCAO

A Toxoplasmose é uma doenca causada por um parasita, protozoario intracelular
obrigatério, denominado Toxoplasma gondii (Barr, 2006). O seu nome significa em forma
(plasma) de arco (toxo) (Fortes, 2004). E um parasita ubiquitario, com distribuicdo mundial
(Fortes, 2004).

1.1 Histéria
A Toxoplasmose foi descrita pela primeira vez, em 1908, por Splendore, num
coelho de laborat6rio em Séo Paulo, no Brasil, e por Nicolle e Manceaux num roedor norte-

africano, Ctenodactylus gondii no Instituto Pasteur da Tunisia (Fortes, 2004).

O primeiro caso descrito no Homem aconteceu em 1923, numa criangca com 11
meses de idade, que apresentava hidrocefalia e microftalmia (Bowman et al., 2002). Em
1939, Sabin provou que o parasita dos humanos pertencia a mesma espécie que o isolado

nos animais, 0 que aumentou o interesse do estudo da doenca (Tenter, et al., 2000).

Em 1951, Otten et al. descobriram a importancia do cdo e de outros animais
domésticos como reservatoérios do organismo (Corréa, 1971) e, em 1969, Sheffield e Melton,
identificaram oocistos nas fezes de gato, em estado esporulado, comprovando que o gato
era, também, um hospedeiro e o principal disseminador do agente para o Homem (Corréa,
1971).

1.2 Hospedeiros
Toxoplasma gondii tem varios tipos de hospedeiros: hospedeiros intermediarios,
definitivos e de transporte. Os hospedeiros intermediarios sao todos os mamiferos e aves,
incluindo o homem e o gato, sendo que os elementos da Ultima familia, os felideos, séo os
Gnicos animais a libertarem formas infetantes para o ambiente (Jones, et al.,1997; Bowman
et al.,, 2002). Os hospedeiros definitivos sdo o gato doméstico e todos os felideos. Os
hospedeiros de transporte sdo as baratas, minhocas e moscas que ajudam a disseminar a

forma infetante no solo (Bowman et al., 2002).

1.3 Ciclo bioldgico

A reproducéo do parasita apresenta uma fase sexuada, chamada de gametogonia,

uma fase assexuada, denominada de esquizogonia e uma fase de esporulagéo (figura 1)
(Urquhatrt, et al.,1998).

13



O hospedeiro definitivo apresenta a fase intestinal e extraintestinal, sendo o Unico
capaz de produzir oocistos; o hospedeiro intermediario s6 desenvolve a fase extraintestinal
(Urquhart, et al.,1998).

131 Fase extraintestinal

Apbs a ingestdo do oocisto esporulado, 0s esporozoitos que constituem o0s
esporocistos, libertam-se e penetram no epitélio intestinal do hospedeiro, disseminando-se
por via sanguinea (veia porta) e via linfatica, como taquizoitos. Ao entrar numa célula, o
taquizoito multiplica-se num vacuolo por via assexuada, processo denominado por
endodiogenia, originando entre oito a dezasseis taquizoitos, medindo cada um 6.0-8.0 ym
(Taylor et al., 2007). A célula, ao possuir uma grande quantidade de taquizoitos, pode
romper-se, libertando estas formas que véao afetar novas células — fase aguda (Urquhart, et
al.,1998).

A formacdo de anticorpos contra o0 parasita limita a capacidade de invasdo dos
taquizoitos o0 que ird proporcionar o desenvolvimento de um quisto, constituido por
bradizoitos — fase cronica e latente. Estes quistos podem provocar o aparecimento de focos
de necrose em 6rgaos como o pulmao, figado, musculo estriado, placenta (Taylor et al.,
2007), rim e cérebro e, quando formados, permanecem viaveis até ao fim da vida do
hospedeiro (Bowman, 2009). Foram observados quistos teciduais em animais apos trés dias
de infecdo (Fortes, 2004). Caso o sistema imunitario fique comprometido, o quisto rutura e
liberta os bradizoitos que se ativam e se transformam em taquizoitos (Urquhart, et al.,1998).
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1.3.2 Fase intestinal
Apoés a ingestdo do quisto, a sua parede é digerida no estbmago do hospedeiro

provocando a libertacdo dos bradizoitos no intestino (Fortes, 2004).

Os bradizoitos multiplicam-se de forma mais lenta e menos invasiva do que 0s
taquizoitos e sdo mais resistentes a destruicdo por enzimas proteoliticas, como a pepsina
(Fortes, 2004; Bowman, 2009).

Os bradizoitos ao invadirem as células epiteliais do intestino delgado,
principalmente no ileo, iniciam o ciclo de esquizogonia e gametogonia que vai originar o
oocisto ndo esporulado que é libertado no limen intestinal e excretado nas fezes dos gatos
e outros felideos (figura 1). A eliminacdo dos oocistos verifica-se durante uma a duas

semanas (Fortes, 2004).

Os oocistos libertados ndo sédo esporulados e, por isso, ndo sado infetantes. A
esporulacdo ocorre no ambiente e demora um a cinco dias para acontecer; é nesta etapa
que se tornam infetantes para o hospedeiro (Lappin, 2006). Os oocistos esporulados sdo
relativamente resistentes as condicdes ambientais adversas, ao contrario dos oocistos nédo
esporulados (Bowman et al., 2002). Uma nova excrecdo pode ocorrer no caso de
imunossupressdo causada por agentes infecciosos como os virus da Leucemia felina
(FeLV), da Imunodeficiéncia felina (FIV) ou da Peritonite infecciosa felina (PIF) (Bowman et
al., 2002), o protozoario Isospora felis (Bowman, 2009), ou por administracdo de
corticosteroides em doses elevadas como 10 a 80 mg/Kg de prednisolona ou 10 a 80 mg/Kg
de metilprednisolona (Bowman et al., 2002; Chandler et al., 2004). No entanto, estas doses
raramente sdo utilizadas na prética clinica (Bowman et al., 2002; Chandler et al., 2004),
sendo que as doses normais sdo de 0,2 a 3 mg/Kg de prednisolona e de 1 a 5,5 mg/Kg de
metilprednisolona (Allen, 2005).
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1.3.3 Forma congénita
Esta forma ocorre através da passagem de taquizoitos da placenta para o feto ou
pela ativacédo de quistos de bradizoitos durante a gestacdo (Taylor et al., 2007). Pode ainda,

acontecer pela lactacao ou no periodo perinatal (Powell, et al., 2001).

CR
=

%

@?) @}lﬁ Taquizoitos “@i&
®} ®

& ./ — =

9

Transmissao flh'l 1 i
transplacentaria (®)

—_— =
Quisto

Figura 1 - Ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. 1a) Oocistos eliminados nas fezes, durante 1
a 2 semanas, levam 1 a 5 dias para se tornar em infetantes; 1b) Gatos séo reinfetados pela
ingestdo de oocistos esporulados; 2) Areia, agua, vegetais e gato contaminado com oocistos.
Hospedeiros intermediarios (como aves, roedores, animais criados para consumo humano)
tornam-se infetados ap6s ingestdo de materiais contaminados; 3) Oocistos transformam-se em

taquizoitos ap6s a ingestao; 4) Os taquizoitos disseminam-se pelo organismo e formam-se
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guistos no tecido muscular e no sistema nervoso; 5) Gatos infetados apdés o consumo de
hospedeiros intermedidrios, possuindo quistos teciduais; 6a) Os seres humanos podem ser
infetados pela ingestdo de carne mal cozinhada, 6b) pela ingestdo de alimentos, agua
contaminada com fezes de gato, ao entrar em contacto com solo contaminado ou com as fezes
de um gato de estimacao; 7) A infecdo humana também pode ocorrer através da transfuséo de
sangue ou transplante de 6rgdos, mas € um meio de transmissdo raro; 8) A transmissao
transplacentaria; 9) No Homem, os parasitas vdo formar quistos nos tecidos, principalmente
no muasculo-esquelético, miocardio, no cérebro e globo ocular. Estes quistos podem
permanecer durante toda a vida do hospedeiro e pode reativar quando o individuo se encontra

imunocomprometido (Pearson, 2009).

A infecdo por Toxoplasma gonddi nos roedores altera o seu comportamento natural,
convertendo a aversdo inata as feromonas do seu predador natural, o gato, em atracao.
Assim, aumenta a sua probabilidade de ser presa e de infetar o hospedeiro definitivo,
potenciando a eficiéncia de transmissao e a fase sexuada do organismo. Estes efeitos estdo
associados a uma tendéncia para a formacdo de quistos ser mais abundante na zona da
amigdala medial e basolateral, envolvida nos comportamentos inatos (Vyas, et al., 2007;
Lappin,2010; Vyas, et al., 2010).

1.4 Transmisséao
Nos hospedeiros definitivo e intermediario a transmissdo pode ocorrer por trés

formas:

e Ingestdo de oocistos esporulados presentes no ambiente (dgua ou alimentos),
apos libertacdo pelas fezes de outros gatos infetados. O contdgio raramente ocorre

pelo contacto direto com as fezes do gato (Lappin, 2006).

e Ingestdo de formas infectantes (taquizoitos e bradizoitos) através da predacéo ou
da ingestdo de carne crua ou mal passada. A ingestao de bradizoitos € a mais
importante forma de infecdo e resulta na excrecdo de uma quantidade de oocistos

maior do que a ingestao de qualquer outro estadio (Taylor et al., 2007).

e Passagem de taquizoitos da placenta para o feto, durante a gestacao e, no periodo

perinatal, pelo leite materno (Powell, et al., 2001).
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1.5Respostaimunoldgica

Toxoplasma gondii adaptou-se ao hospedeiro tendo desenvolvido estratégias para
fugir ao seu sistema imunitario. A resposta imunoldgica € capaz de limitar a capacidade de
multiplicacdo e disseminag¢é@o do parasita mas € incapaz de o eliminar, o que lhe confere a
capacidade de persistir em animais imunocompetentes. Esta possibilidade deve-se ao facto
de viver em ambiente intracelular (para reduzir o tempo de exposicdo aos anticorpos) e de
alterar a expressédo das células de defesa, de forma a manipular a resposta do hospedeiro,
para maximizar a sua probabilidade de transmissdo ao hospedeiro definitivo (Lang, et al.,
2006).

151 Imunidade humoral

Quando os bradizoitos invadem a mucosa intestinal ocorre a producdo de IgA,
sendo esta classe de anticorpos detetada apenas durante a fase aguda da primeira infecao
(Jesus, 2008).

Os anticorpos IgM sdo os proximos a serem produzidos, correspondendo a fase
aguda, podendo ser detetados a partir das 2 a 4 semanas po0s-infecdo e desaparecendo
apos 16 semanas. Esta classe pode, também, ser encontrada por mais de 16 semanas se 0
hospedeiro possuir doengas concomitantes como FIV, quando tem toxoplasmose ocular ou
guando séo administradas doses altas de corticosteroides (10 a 80 mg/Kg de prednisolona
ou 10 a 80 mg/Kg de metilprednisolona) (Chandler, et al.,2004; Lappin & Turnwald, 2004).

Os anticorpos IgG podem ser identificados entre 3 a 4 semanas poés-infeccéo,
permanecendo elevados e detectaveis até 6 anos (Chandler, et al., 2004; Lappin &
Turnwald, 2004).

As classes de IgA, IgM e IgG sdo detetadas no soro apos a excrecdo dos oocistos
nas fezes (Bowman et al., 2002) e, mais raramente, durante a excre¢do dos oocistos
(Lappin, et al., 1989).

15.2 Imunidade celular

Todas as células nucleadas podem ser invadidas pelos taquizoitos, o que leva a
sua disseminacgéao por todo o organismo (Lang et al., 2006; Jesus, 2008).

Os macrofagos sdo a primeira linha de defesa durante a fase inicial da infecéo;
produzem interleucina 12 (IL-12), que vai ativar as células natural killer e as células T
ocorrendo a producédo de interferdo-y (IFN-y) que vdo, em conjunto, atuar contra o parasita
(Jesus, 2008; Lang et al., 2006).
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Na infecdo aguda o parasita controla a resposta inflamatéria para garantir a sua
sobrevivéncia. Tal acontece por inibicdo do IFN-y, proliferacdo de linfécitos T, desativacdo
dos macréfagos e inibicdo da apoptose das células hospedeiras (Lang et al., 2006).

Em animais imunocompetentes, o equilibrio entre a resposta imunolégica do

hospedeiro e o parasita permite uma benéfica relacdo entre os dois (Lang et al., 2006).

1.6 Geno6tipos da toxoplasmose
Através da técnica de Polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricao
(RFLP, do inglés "Restriction fragment length polymorphism™), aplicada a alguns marcadores
genéticos, como o novo antigénio de superficie 2 (newSAG2), o antigénio de superficie 3
(SAG3), a Beta tubulina (BTUB), a proteina antigénica granular 6 (GRA6), c22-8, c29-2,
L358, o piruvato cinase 1 (PK1) e Apico, tém sido descritos diversos genétipos do parasita
(Su et al.,2006; Herrmann, et al., 2010).

Para além da descricdo de trés genétipos de Toxoplasma gondii - tipo I, Il e Il
(Pena, et al.,, 2006; Berger-Schoch, et al., 2010; Elmore, et al.,, 2010; Herrmann, et al.,
2010), foram também, encontrados cruzamentos entre os diferentes genétipos (Elmore, et
al.,, 2010; Herrmann, et al., 2010). Diferenca na viruléncia dos gendétipos foi verificada em
ratos domésticos, o tipo | foi sempre causa de infecao letal, tendo os tipos Il e Il evidenciado

significativamente menos virulentos (Herrmann, et al., 2010).

1.7 Sinais clinicos no gato

O gato é o animal mais frequentemente afetado por Toxoplasma gondii embora o
aparecimento de sintomatologia seja raro. O surgimento de manifestacbes clinicas, ou
sintomatologia associada ocorre, sobretudo, em animais imunossuprimidos devido a infecdo
por FeLV, FIV ou PIF, pela administragcdo de corticosteroides ou durante a gestagéo
ocorrendo, neste caso, a infecao do feto. O quadro clinico pode ser diverso, sendo frequente
enterite e correspondente linfadenopatia mesentérica, pneumonia, febre, alteracbes
degenerativas do sistema nervoso central, encefalite (Hoskins & Shelton, 2001; Taylor et al.,
2007), miocardite, doenca hepatica (Hoskins, 2001; Lappin, 2006), uveite anterior unilateral
(Chandler et al., 2004) ou bilateral e coriorretinite (Hoskins & Glaze, 2001).

As lesdes mais comuns sdo as oculares (Hoskins & Glaze, 2001), sendo as mais
raras as neurolégicas. Os sinais neurologicos dependem da localizagdo das lesdes
cerebrais e podem manifestar-se por hiperexcitabilidade, depressdo, tremor, paresia,
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paralisia, convulsdes (Hoskins & Shelton, 2001; Lappin, 2006) e défices em nervos

cranianos, como o nervo 6tico (Il) e oculomotor (1) (Barr, 2006).

A infecdo durante o inicio da gestacao pode levar a morte fetal ou doenca neonatal
em gatinhos (Barr, 2006).

A fase crénica da doenca é assintomética, tornando-se os animais portadores pela
persisténcia de esquizontes/merontes ou pela formagédo de quistos alojados nos tecidos
(Taylor et al., 2007).

1.8 Diagnostico
A demonstracdo da presenca do agente conduz ao diagndéstico definitivo. Este pode
ser identificado por coprologia (figura 2) — esfregaco fecal apds centrifugagcédo com sulfato de

zinco — citologia e biopsia de tecidos (Lappin, 2006).

Figura 2 - Oocisto esporulado observado em exame coprolégico — teste de flutuacdo em
acucar (ElImore et al., 2010).

A citologia pode ser efetuada a partir de amostras de lavagens broncoalveolares,
puncbes aspirativas por agulha fina de efusbes pleurais, peritoneais e liquido
cefalorraquidiano para identificar taquizoitos livres. Como € muito raro encontrar estas
formas infetantes nestes locais, praticamente ndo se efetua e, quando se observam os

taquizoitos, sdo achados laboratoriais (Barr, 2006).

As biopsias dos tecidos, como pulmao, figado, musculo estriado (miocardio), rim,
cérebro e placenta, podem ser analizadas pela reaccdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés Polimerase Chain Reaction), histopatologia e por coloragdo imunohistoquimica para
identificar os quistos e os bradizoitos (Stiles, et al., 1996; Jones, et al.,1997; Lappin, 2006).

Estas técnicas sao, contudo, pouco utilizadas.
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A detecdo de anticorpos e antigénios através de testes serologicos € a mais
utilizada. Os testes seroldgicos utilizados sdo o0 ensaio imunoenzimético (ELISA, do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), a Imunofluorescéncia Indireta (IFA, do inglés
Immunofluorescence Assay), o teste de aglutinacdo em latex (LAT, do inglés Latex
Aglutination Test), a microaglutinacdo, o Western Blotting e o teste de Sabin-Feldman/Dye
test (DT) (Corréa, 1971; Lappin, et al.,1989; Lappin, 2006; Lappin, 2010).

1.8.1 Imunofluorescéncia indireta (IFA)
A Imunofluorescéncia indireta deteta antigénios nos tecidos e nas culturas celulares
e anticorpos no soro sendo, esta Ultima, mais utilizada para o diagnostico da toxoplasmose.

A técnica permite identificar diferentes classes de anticorpos e quantifica-los (Tizard, 2004).

Na detecdo de anticorpos no soro, a placa do teste € revestida por antigénios.
Quando adicionada a amostra, se nela existirem anticorpos, formam-se imunocomplexos
anticorpo-antigénio que ao serem ligados as antiglobulinas marcadas com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), emitem fluorescéncia apos irradiacdo com luz de 495 nm (Tizard,
2004).

A quantidade de anticorpos presente no soro é estimada pelo aumento de diluic6es

sucessivas com resultado positivo (Tizard, 2004).

1.8.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A técnica de ELISA pode ser utilizada para detetar antigénios ou anticorpos. A
amostra a testar é adicionada a uma placa revestida com antigénios ou anticorpos é
adicionada a amostra. A formagdo de imunocomplexos anticorpo-antigénio (devido a
presenca da imunoglobulina que se pretende identificar) vai ser marcada com um complexo
enzima-anticorpo. A adicdo do substrato resulta na formacdo de cor, originando um

resultado positivo (Tizard, 2004).

1.8.3 Testes de aglutinacéo
A reacgdo de aglutinacdo é caracterizada pela formacao de agregados de particulas
em resultado da interacdo de anticorpos especificos com particulas insollveis que contém
determinantes antigénicas a sua superficie. A aglutinagdo pode ocorrer tanto com as
particulas que apresentam antigénios naturais na sua superficie (eritrcitos, protozoarios),
como com particulas inertes (latex) ou mesmo com células com antigénios nao
relacionados, como os eritrécitos, as quais se adsorvem ou se fixam antigénios soluveis.
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Esta técnica deteta anticorpos e pode ser classificada em trés grupos: o teste de
aglutinacdo direta (DTA), o teste de aglutinacdo direta modificado (MAT) e o teste de
hemaglutinacao indireta (IHAT) (Jesus, 2008).

O DAT utiliza particulas antigénicas naturais, os taquizoitos tratados com formalina,
gue na presenca de anticorpos especificos do soro podem ser diretamente aglutinados.
(Jesus, 2008).

O MAT utiliza o mesmo processo que DAT, mas recorre ao 2-3-mercaptoetanol que
desnatura as IgM especificas e ndo especificas, permitindo identificar somente as IgG
(Jesus, 2008).

O IHAT baseia-se na utilizacdo de eritrocitos que foram fixados com antigénios
especificos e que na presenca de anticorpos especificos provocam a sua aglutinacdo. Esta
técnica pode ser conjugada com o MAT para diferenciar as varias classes de anticorpos
(Jesus, 2008).

184 Fixacdo do complemento
O teste de fixagdo do complemento pode detetar anticorpos ou antigénios. Na
detecdo de anticorpos é adicionada & amostra de soro o antigénio especifico em conjunto
com o complemento; se nela existirem anticorpos, ocorre a ligagdo ao antigénio,
promovendo a fixacdo do complemento. Em seguida, € adicionada uma quantidade padr&o
de eritrécitos que, na presenca de imunocomplexos antigénio-anticorpo, ndo vao provocar a
lise de todos os eritrécitos devido ao consumo parcial ou total do complemento, indicando

um resultado positivo (Tizard,2004).

1.8.5 Western Blot
O Western blot € uma técnica que combina a eletroforese e a detecdo de anticorpos
especificos. A eletroforese separa as proteinas do parasita por peso molecular, seguindo-se
a sua transferéncia para uma membrana de nitrocelulose, incubacdo com o soro do animal e
posterior identificacdo com um anticorpo secundario marcado com uma enzima; a adicdo do
substrato resulta no surgimento de banda(s) corada(s) no(s) local(ais) onde houve formacéao

de complexos anticorpo-antigénio (Stites, et al., 1997).

1.8.6 PCR
A PCR é uma técnica que utiliza uma DNA polimerase termoestavel para fazer a

sintese in vitro de determinado fragmento de DNA, elevando o seu namero de cépias para
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niveis detetaveis. A reaccdo de amplificacéo é feita com o objectivo de detetar, quantificar e
caracterizar o DNA (Barr, 2006).

1.8.7 Teste de Sabin-Feldman/ Dye test (DT)
Este € um método de coloragéo classico do diagnéstico e utiliza o azul de metileno

para corar os taquizoitos viaveis (Corréa, 1971).

1.9 Sensibiliadade e especificidade dos métodos seroldgicos
De entre as técnicas descritas, as mais utilizadas no diagndstico da toxoplasmose
sdo a ELISA, a IFA e as técnicas de aglutinagdo (Lappin, 2006). A sensibilidade e

especificidade destas técnicas sdo referidas na tabela 1.

Tabela 1 - Sensibilidade e especificidade das técnicas seroldgicas em gatos.

Técnica seroldgica Sensibilidade Especificidade Referéncia bibliogréafica

IFA 94,2-100% 93,7-100% (Dabritz, et al.,2007; Ozkan, et al., 2008; Craeye
et al.,2008; Gyorke, et al., 2011)

ELISA 92,3-96,3% 95-99% (Dabritz, et al.,2007;Craeye et al.,2008)

MAT 97,80% 100% (Macri, et al., 2009)

A sensibilidade e especificidade da técnica dependem, também, da existéncia de
doencgas concomitantes como a infecdo por FIV, da altura em que ocorreu a infecdo e do
cut-off utilizado (Dabritz, et al.,2007).

Estudos anteriores de gatos co-infectados com T. gondii e FIV demostraram que
estes tinham maior probabilidade de produzir IgM em resposta a infe¢éo pelo T. gondii do
gue IgG e que eram mais propensos a ter niveis de IgG mais baixos do que os gatos sem
FIV. O contrario também tem sido descrito. Elevados niveis de IgG foram detetados,
possivelmente pela reativacdo de T. gondii devido a imunossupresséo induzida pelo FIV
(Dabritz, et al.,2007). A resposta imunolégica ao T. gondii também pode ser afetada se a
infecdo por FIV ocorreu antes ou depois da infecéo pelo T. gondii. Gatos infetados com FIV
12 meses antes da infecdo por T. gondii apresentaram menores titulos de IgM e
desenvolveram IgG mais tarde do que gatos seronegativos a FIV, provavelmente devido ao
atraso na producdo de IgM e IgG como resultado da imunossupresséao (Dabritz, et al.,2007).

Gatos infetados com toxoplasmose 6 meses antes da infe¢do com FIV, mantinham os 1gG
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estaveis, mas apresentavam elevados IgM transitoriamente durante 4-6 semanas apés a
infecdo com FIV (Dabritz, et al.,2007).

1.10 Tratamento
O tratamento encontra-se indicado sempre que exista sintomatologia associada a
infecdo. O farmaco mais frequentemente utilizado é o hidrocloridrato de clindamincina, numa
dose de 25 a 50 mg/Kg por via oral, duas vezes por dia (bid), durante um periodo minimo de
duas semanas (Chandler et al., 2004; Bowman, 2009). Outros tratamentos que podem ser
instituidos sao o fosfato de clindamicina (12,5 a 25 mg/Kg, bid, intramuscular), pirimetamina
(0,25 a 25 mg/Kg, por via oral, bid) com sulfonamida (30mg/Kg, por via oral, bid) ou

trimetropim-sulfadiazina (15mg/Kg por via oral, bid, durante 4 semanas) (Bowman, 2009).

1.11 Profilaxia
Para prevenir a infecdo aos animais de companhia, o tipo de alimentacdo e o

ambiente s&o fatores importantes (Lappin, 2006).

A alimentacdo so deve ser feita com alimentos comercialmente processados e, por
isso, ndo é recomendada a alimentagcdo com carne crua, carne mal passada, vegetais e

fruta mal lavada, para evitar a ingestao de quistos e de oocistos esporulados (Lappin, 2006).

O ambiente controlado, ndo permitindo o contacto com o exterior, evita riscos como
0 acesso a predacao de ratos e aves (Fortes, 2004; Bowman, 2009) e o contacto com outros
animais infetados (Lappin, 2006) e hospedeiros de transporte, como minhocas, baratas e
moscas. No domicilio todos os novos coabitantes devem ser despistados para doencas

infecciosas que possam comprometer o sistema imunitario (Lappin, 2006).

1.12 Toxoplasmose em humanos
A Toxoplasmose apresenta uma elevada importancia devido ao facto de afetar o
Homem e pela sua exposi¢éo ser muito comum (Elmore et al., 2010). Estima-se que 30% da

populacdo mundial humana ja entrou em contacto com o parasita (Tenter et al.,2000).

A infecdo do Homem pode ocorrer por ingestdo de oocistos esporulados no
ambiente (caixa de areia, agua) ou em vegetais mal lavados, por ingestao de taquizoitos no
leite inadequadamente pasteurizado, por ingestdo de quistos em carne crua ou mal
cozinhada (especialmente de suinos e ovinos), por transfusdo de sangue e transplante de
orgaos (Elmore et al., 2010) ou através da transmisséao transplacentéaria, pela passagem de

taquizoitos para o feto (Elmore et al., 2010).
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A manifestacdo clinica no Homem é, geralmente, rara, a menos que haja doenca
concomitante que provoque imunossupressdo, como a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA) e o Lupus eritematoso sistémico (Tenter, et al., 2000), ou que o individuo
esteja a ser submetido a tratamentos com corticoesteroides ou outros principios activos
imunossupressores, como 0s administrados em individuos transplantados. As localizacdes
preferenciais do T. gondii sdo o cérebro, musculos e globo ocular (Pearson, 2009). Os
guadros clinicos que podem manifestar-se sdo febre, mal-estar, mialgia, anorexia,
linfadenopatia (linfonodos cervicais) e, com menos frequéncia miocardite, encefalite e
retinocoroidite (Lappin, 2006). A toxoplasmose pode desencadear o desenvolvimento de
autismo e de outras doencas neurolégicas, como epilepsia e distarbios obsessivo-

compulsivos (Prandota, 2010).

A infecdo congénita pode ser grave especialmente se adquirida no primeiro
trimestre (10 a 24 semanas) (Bowman et al., 2002; Pearson, 2009). Esta pode manifestar-se
através de aborto, nados mortos ou degeneracao do sistema nervoso do feto com necrose

cerebral, hepatoesplenomegalia, insuficiéncia hepatica e hidrocefalia (Lappin, 2006).

As infecdes adquiridas apOs o primeiro trimestre apresentam menor gravidade.
Criancas que nascem de maes infetadas durante o terceiro trimestre parecem saudaveis ao
nascer, mas apresentam alto risco de desenvolver convulsbes, deficiéncia intelectual,
coriorretinite, cegueira (Tenter, et al., 2000; Pearson, 2009) e outros sintomas que podem

manifestar-se meses ou anos mais tarde (Pearson, 2009).

1.12.1 Aspetos zoonéticos
Dado o caracter zoon6tico da transmissdo da toxoplasmose ao Homem, pensamos
ser importante referir algumas das principais medidas de profilaxia a adaptar, no sentido de

evitar a infecdo em humanos.
As medidas de profilaxia para a infecdo humana séo:

¢ Higienizacdo da caixa de areia: a esporulacdo dos oocistos ocorre ao fim de 1 a 5
dias, pelo que a remocdo diaria das fezes e a sua desinfecdo com agua a ferver
reduz o risco de contaminacdo (Urquhart, et al., 1998; Barr, 2006; Dorny &Dubey,
2007). Deve colocar-se méascara facial (Dabritz & Conrad, 2009) e lavar-se sempre
as maos com sabdo e agua morna apés a manipulagdo da caixa de areia (Barr,
2006; CUCVM,2010);
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A caixa de areia ndo deve ser colocada na cozinha ou sala de jantar (Hendrix, 1998);

Deve ser feito o controlo da populacdo de animais abandonados nas ruas e de

pragas (ratos e baratas) para evitar a contaminacdao do ambiente (Barr, 2006);

Utilizacdo de luvas descartaveis ao manipular o solo porque 0s oocistos podem

manter-se viaveis até 18 meses (Bowman et al., 2002; Afonso et al.,2006a);

As mulheres que planeiam engravidar e que estdo gravidas ndo devem entrar em
contacto com as fezes do gato, pelo que ndo devem efetuar a higienizacdo da caixa
de areia (Urquhart, et al., 1998; Lappin, 2006);

Ferver a agua de fontes ambientais (Jones & Dubey, 2010);

A carne para consumo deve ser cozinhada a 80°C, durante, no minimo, 15 minutos
(Lappin, 2006);

Na manipulacdo de carne crua devem utilizar-se luvas e lavar as maos no fim da
preparacdo (Lappin, 2006). As superficies onde se manipulou a carne devem ser
convenientemente limpas (Barr, 2006). Os objetos utilizados para os animais nao

devem ser utilizados para as pessoas (Lappin, 2006);

Na mulher gravida, a mensuracao sérica de anticorpos, por ELISA ou IFA (Pearson,
2009), é importante para que esta possa ser mais cuidadosa nas medidas profilaticas
ja descritas. Mulheres que ja possuam anticorpos nao necessitam de tantos cuidados

porgue a transmissao congénita € mais improvavel (Bowman, 2009);

Em gatos seronegativos, é importante realizar analises coprolégicas para avaliar a
excrecdo de oocistos. Quando detetados o0s oocistos, 0s animais podem ser
hospitalizados durante duas semanas, para prevenir a exposi¢do ao dono (Bowman,
2009);

A desinfecdo do ambiente deve ser feita com hidroxido de amonio a 5% durante 30

minutos, ou solucédo iodada a 2%, durante 10 minutos (Jones & Dubey, 2010);

Os quistos sobrevivem ao frio durante varias semanas mas ndo resistem ao
congelamento (Fortes, 2004). Devem congelar-se os produtos carneos a uma
temperatura de -12°C, durante 24h (Elmore et al.,2010);
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¢ Realizacdo de campanhas de educacdo com objetivo de informar mulheres que
planeiam engravidar e proprietarios de felinos sobre a transmissao do parasita e sua

prevencgéao (Fortes, 2004);

e Para diminuir a contaminacdo de oocistos no ambiente, os gatos de rua deveriam ser

instalados em gatis (Dabritz, et al.,2007);

e Atualmente, encontra-se em desenvolvimento uma vacina para evitar a excrecao de
oocistos em gatos. Toxovax® € uma vacina viva para administracdo em ovelhas
mas, quando utilizada em gatos, inibe o desenvolvimento sexual de T.gondii,

evitando a producao de oocistos (Elmore, et al., 2010);
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1.13 Epidemiologia
Embora existam na literatura indmeros estudos sobre a prevaléncia da

toxoplasmose em gatos, em Portugal, sdo poucos os trabalhos publicados sobre o assunto.

Em Portugal, em Tras-os-Montes e Alto Douro, no distrito de Vila Real foi realizado
um estudo, onde é descrita uma seroprevaléncia de 35,8%, numa populacdo de 204 gatos,
com o teste de aglutinacdo modificado. Foram avaliados como fatores de risco a idade, o
tipo de alimentagcdo, o habitat, a co-infegdo com FIV, o contacto com outros gatos. A
seroprevaléncia encontrada foi superior em gatos com idades entre 36-71 meses e 72-180
meses, alimentados com comida caseira, cCom acesso ao exterior, com contacto com outros
gatos e quando infetados concomitantemente com FIV. Este estudo néo verificou diferencas

significativas em fatores como raca e sexo, e infecdo com FelLV (Lopes, et al., 2008).

Também em Portugal, em Lisboa, num outro estudo, com 194 gatos de rua, foi
descrita, pela técnica de aglutinacdo direta, uma seroprevaléncia de 24,2%. Nos gatos
seropositivos foi realizada coprologia e em nenhum deles foram identificados oocistos
(Duarte et al., 2010).

Na tabela que se segue, sdo apresentados os resultados de alguns estudos de

seroprevaléncia da toxoplasmose realizados em diversas regides do mundo.
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Tabela 2 - Prevaléncia da Toxoplasmose em gatos, em diversos paises/cidades.

Local Dimensao da amostra Seroprevaléncia Teste Fatores de Risco Referéncia
Africa
Egito (Cairo) 180 gatos de exterior 95,50% MAT Habitat de exterior, infegdo com FIV (Al-Kappany, et al., 2011)
Egito (Gizé) 158 gatos de exterior 97,40% MAT Habitat de exterior (Al-Kappany, et al., 2010)
América do Norte
Canada 25 12% IHA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Estados Unidos 12.628 31,60% ELISA Sexo masculino e gatos de pélo curto (Vollaire et al.,2005)
California (Morro 123 gatos domésticos e  25% ELISA e MAT Idade, género feminino,habitat de (Dabritz,et al.,2007)
Bay) de exterior exterior e tipo de alimentacdo
Estados Unidos 553 12,10% ELISA Sem fatores determinantes (Luria, et al.,2004)
(Florida)
Estados Unidos 618 22% LAT Sem fatores determinantes (Rodgers&Baldwin, 1990)
(Oklahoma)
Hawai 67 gatos de exterior 37,30% N&o especificado N&o especificado (Danner, et al.,2007)
México (Colima) 80 gatos domésticos 28,80% ELISA Alimentacéo caseira (Garcia-Marquez, et al.,
2007)

América do sul
Argentina (Buenos 169 19,50% IHA Acesso a predacao e que coabitavam (Fernfindez, et al.,1995)
Aires) com outros gatos
Brasil (S&o Paulo) 237 35,40% MAT Idade superior a um ano (Penha, et al.,2006)
Brasil (Lages) 300 14,33% IFA Idade igual ou superior a seis meses e  (Rosa, et al.,2010)

gatos de exterior
Colémbia 170 35,80% MAT Nao especificado (Dubey, et al.,2006b)
Chile 27 85,20% IHA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
América central
Porto Rico 19 70,30% MAT N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Asia
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Local

Dimenséao da amostra

Seroprevaléncia

Teste

Fatores de Risco

Referéncia

Arédbia Saudita

N&o especificado

30,30%

N&o especificado

N&o especificado

(Salant & Spira, 2004)

Austrélia 103 39% ELISA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)

(Melbourne)

Bangladesh 24 33,30% LAT N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)

China 206 25,24% ELISA Acesso ao exterior e idade superiora3 (Zhang et al., 2009)
anos

China 34 79,40% MAT N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)

(Guangzhou)

China (Taiwan) 202 5,50% LAT N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)

Coreia do Sul
(Gyeonggi-do)

174 gatos de exterior

8,1%(LAT), 16,1%

(ELISA),13,2%(PCR)

LAT,ELISA, PCR

Género feminino

(Kim et al.,2008)

Coreia do Sul 152 38,90% ELISA e PCR Acesso ao exterior e género masculino (Lee et al.,2010)
(Seul)
Iréo 140 32,1 MAT Idade e infe¢do com FIV (Akhtardanesh et al., 2010)
Iréo (Kashan) 50 86% IFA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Iréo (Sari) 100 40% LAT Género feminino, idade, clima (Jones & Dubey, 2010)
Israel (Jerusalém) 1.062 16%o0este e ELISA Idade e estacdo quente (Salant & Spira, 2004)
34,1%oriental
Japao (Saitama) 179 18,40% LAT N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Jordéania Nao especificado 18% Nao especificado Nao especificado (Salant & Spira, 2004)
Libano 324 78,10% Nao especificado Nao especificado (Salant & Spira, 2004)
Maléasia 55 14,50% IFA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Paquistao 50 56% LAT N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Singapura 772 30,30% LAT N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Sri Lanka 52 63% ELISA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
(Galapagos)

30



Local Dimensao da amostra Seroprevaléncia Teste Fatores de Risco Referéncia
Sri Lanka 86 30,20% MAT Idade, acesso ao exterior (Kulasena, et al., 2011)
(Colombo)
Tailandia 592 11% LAT N&o especificado (Jones&Dubey, 2010)
(Bangkok)
West Indies (St 96 73,90% MAT N&o especificado (Jones&Dubey, 2010)
Kitts)
Eurasia
Turquia (Ankara) 99 gatos domésticos e  40,4% e 34,3% DT e IFAT Idade superior a 2 anos (Ozkan, et al.,2008)
de exterior
Europa
Alemanha 300 65,60% ELISA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Austria 456 48,20% IFA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Bélgica 567 25% IFA Idade até aos 7 anos (Craeye et al., 2008)
Eslovaquia 164 18,90% ELISA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
Espanha (La Rioja) 306 33,70% IFAT Idade superior a seis meses, acesso ao (Miro et al., 2004)
exterior e sexo masculino
Espanha 220 45% MAT Idade superior ou igual a um ano, (Gauss, etal., 2003)
(Barcelona) acesso ao exterior e gatos que
coabitam com mais de cinco gatos
Espanha (Madrid) 279 30,80% IFAT Idade superior a seis meses, acesso ao (Mir6 et al., 2004)
exterior e sexo masculino
Franca (Lyon) 301 18,60% MAT Clima (Afonso et al., 2006b)
Hungria 330 47,60% IFA Animais rurais, sexo feminino (Hornok et al., 2011)
Irlanda (Dublin) 121 33,70% ELISA Acesso ao exterior (Juvet, 2010)
Itélia (Florenca) 50 44% MAT Nao especificado (Mancianti et al.,2009)
Italia (Veneto) 189 69,30% IHA N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
‘ Polénia 17 70,60% MAT N&o especificado (Jones & Dubey, 2010)
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Local Dimensao da amostra Seroprevaléncia Teste Fatores de Risco Referéncia
Portugal (Lisboa) 194 24,20% Teste de aglutinacdo Sem fatores determinantes (Duarte et al., 2010)

direta
Portugal 204 35.08% MAT Idade, tipo de alimentacao, gatos de (Lopes et al., 2008)
(Nordeste) exterior, contacto com outros gatos, e

infecdo com FIV

Republica Checa 286 44,10% IFA N&o especificado (Salant & Spira, 2004)
Roménia 243 gatos domésticos 12,80% ELISA Idades, regido rural e exterior (Gyorke, et al., 2011)
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Como se observa na tabela 2, a prevaléncia pode variar entre paises e entre
regides do mesmo pais. Isto acontece devido ao facto de, dentro do mesmo pais existirem
diferentes condicbes ambientais, como o clima ou tipo de territério (rural ou urbano) (Tenter
et al., 2000; Gyorke, et al., 2011).

Os fatores de risco identificados na maioria dos estudos foram a area geogréfica, as
condicbes ambientais (Afonso et al., 2006b; Taylor et al., 2007; Sharif et al.,2009), a idade
(Jones & Dubey, 2010; Lopes et al.,, 2011), o habitat (Meireles et al.,2004; Taylor et al.,
2007; Lopes, et al., 2008), a alimentacdo (Afonso et al., 2006b), outras doencas infecciosas,
nomeadamente a infecdo com FIV, que apresenta maior risco de reativacdo do parasita
(Akhtardanesh et al, 2010;Lopes et al., 2011b) e a coabitacdo com outros gatos (Fernfindez
et al., 1995; Lopes,et al., 2008).

O sexo e a raca ainda ndo sao considerados per si fatores de risco. No entanto, em
estudos realizados na Coreia do Sul (Kim et al.,2008) e Irdo (Sharif et al.,2009), verificou-se
gue o género feminino apresenta maior seroprevaléncia, ao invés dos estudos realizados
nos EUA (Vollaire et al.,2005), Espanha (Mir6 et al., 2004) e Coreia do Sul (Lee et al.,2010)
em que no género masculino se observaram maior nUmero de seropositivos. Quanto a raga,
Lopes, Cardoso & Rodrigues, em 2008, observaram maior seropositividade em gatos

siameses e persas.

Em Portugal, existem alguns trabalhos sobre a toxoplasmose noutros hospedeiros,

nomeadamente no Homem, em animais de companhia, selvagens e de producao.

No caso dos animais de companhia, foi observada uma seroprevaléncia de 38%
(256/673) em céaes. O diagndstico foi efetuado pela técnica de MAT e foram identificados
como fatores de risco a idade superior a 12 meses, 0 tipo de alimentacdo (caseira ou

alimentos crus) e 0 acesso ao exterior (Lopes, et al., 2011b).

Em animais selvagens, pela técnica de MAT, a seroprevaléncia descrita foi de 50%
(26/52) em aves e de 90% (18/20) em mamiferos (javalis, raposas vermelhas, ginetas,
texugos, corcos e um lobo ibérico). Esta elevada prevaléncia realca a necessidade de
medidas preventivas ao nivel da manipulacdo das visceras e carcacas de caca (veado e
javali), que devem ser incineradas e enterradas para evitar a ingestao por parte de outros

animais (Lopes, et al. 2011a).

Por fim, no caso dos animais de producdo, alguns autores descrevem a

identificacdo de diferentes linhagens genotipicas em suinos, pombos, galinhas e ovinos.
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Em suinos, a seroprevaléncia da toxoplasmose, por MAT, foi de 15,6% (56/333) e
foram identificadas diferentes gendtipos, por PCR, tendo 11 sido do tipo Il e quatro do tipo Il
(Sousa, et al.,2006).

Na regido de Lisboa, num estudo realizado com o objetivo de avaliar a
contaminacgdo do solo, foi encontrada em pombos uma seroprevaléncia de 4,6% (23/695).
Foram, ainda, encontrados nove genotipos do tipo Il, dois do tipo Il e um do tipo I. Os
gendtipos do tipo Il correspondiam, predominantemente, a casos de toxoplasmose
sintomatica em humanos e as do tipo | a genétipos atipicos em casos graves de

toxoplasmose ocular (Waap, et al., 2008).

Em galinhas, com a técnica de MAT, a seroprevaléncia foi de 27% (61/225). O
parasita também foi identificado, por PCR, tendo em oito galinhas sido encontrado o

gendtipo do tipo Il e, em quatro, o tipo Il (Dubey, et al.,2006a).

Num estudo, de genotipagem de isolados de galinhas, suinos e ovinos infetados
com T.gondii, foi descrito que, dos trés gendtipos, o tipo Il foi mais comum em aves e suinos
e o tipo Il em ovinos; alguns cruzamentos de gendtipos foram, também, reconhecidos. Esta
identificac@o é importante devido a identificacdo de genotipos atipicos como causa de casos

graves de toxoplasmose em humanos (Sousa, et al.,2010).

Para melhorar o diagndstico da toxoplasmose em ovinos, foram analisados
diferentes cut-off, tendo a diluicdo de 1:20, sido identificada como a melhor para detetar
seroprevaléncias nestes hospedeiros. A populacdo de ovinos apresentou 17,1% (250/1.467)
de seropositivos e foi demonstrada maior frequéncia de quistos na carne de ovinos, em
relac@o aos suinos e caprinos, apresentando, por isso, um maior risco para a saude humana
(Sousa, et al.,2009).

Por fim, existe um trabalho onde foi identificado Toxoplasma gondii em dois fetos de
bovinos; estas infecBes sdo raras e constituem um diagnéstico diferencial em abortos
(Canada, et al.,2002).

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Waap%20H%22%5BAuthor%5D�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sousa%20S%22%5BAuthor%5D�

2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi o de contribuir para a avaliagdo da
seroprevaléncia de base clinica da toxoplasmose em gatos dos concelhos de Oeiras e de
Cascais. O tema foi selecionado para averiguar dois grupos distintos de animais, gatos com
acesso ao exterior e gatos de interior, com o0 objetivo de identificar qual a populacdo de
maior risco e relaciona-la com outros fatores, como o tipo de alimentacdo, género, origem

dos progenitores, habitat, idade e infecdo concomitante com doencas imunossupressoras.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecédo da populagéo
A dimenséo da populacéo a estudar foi escolhida em funcdo da disponibilidade de
recursos laboratoriais e logisticos, por forma a tornar o presente estudo exequivel. Assim, o
namero total de amostras recolhidas e analisadas foi de 63, tendo a recolha de sangue e
dados sobre os respetivos animais sido realizada no Hospital Veterinario de Oeiras, durante

0 estagio curricular, entre fevereiro e julho de 2011.

3.2 Caracterizacdo da area e da populagdo em estudo
Os concelhos de Oeiras e Cascais tém um clima temperado mediterranico e

inserem-se na zona geografica da costa do Estoril.

Todos os gatos estudados deram entrada no Hospital, para vacinagéo,
procedimentos cirlrgicos e acompanhamento médico, ndo apresentando sinais clinicos

compativeis com a toxoplasmose.

Os animais em estudo eram gatos domésticos, com proprietario. Também foram
incluidos animais errantes, uma vez que o Hospital mantinha um protocolo com uma

associacdo protetora de animais para a sua esterilizagédo.

3.3Folhainformativa
Os proprietarios dos animais foram informados da realizacdo do presente estudo
através de uma folha informativa (Apéndice 1) e convidados a participar. Esta folha foi
elaborada para esclarecer os proprietarios sobre a toxoplasmose e aumentar a taxa de

colaboracao no estudo.

3.4Inquérito sobre fatores de risco da infecdo por Toxoplasma gondii
Aos participantes foi entregue um inquérito para obter informagfes sobre a

localizag&o geografica dos animais e 0s principais possiveis fatores de risco.

Os parametros do questionario foram o nome do proprietario, a area de residéncia,
o tipo de residéncia (apartamento, vivenda e apartamento com terraco), 0 nome, a idade e a
raca do gato, tipo de alimentacdo (caseira, comercial, carne crua, leite), origem do animal
(progenitores de exterior ou de interior), o tipo de habitat (interior ou exterior) e a presenca
de alguma patologia médica ou infecciosa (Apéndice I). Apés a autorizagdo dos proprietarios

foi recolhida a amostra de sangue.
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Quando a idade era desconhecida (gatos errantes ou por desconhecimento do

dono) esta foi estimada através da denticao.

O inquérito foi elaborado com o intuito de verificar se os fatores, nesta regiéo,

seriam 0s mesmos que noutras regides do pais e noutros paises.

3.5Recolha de amostras
De cada gato foram recolhidos 2 mL de sangue através de pun¢do venosa (veias
jugular, cefalica ou femoral) com uma agulha de 23 G e de 0,6 x 25 mm e uma seringa de 2
ml para um tubo seco que foram, posteriormente, centrifugadas (centrifuga Selecia) para
obtencéo do soro, durante 2 minutos a 2500 x g. As amostras foram mantidas a 4°C durante
um periodo maximo de 36 horas, até serem transportadas num contentor com refrigeragéo e
armazenadas a -80° na Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, em Lisboa,

até ao seu processamento.

3.6 Detecdo laboratorial de anticorpos anti-toxoplasma gondii
A técnica laboratorial utilizada para a detecdo de anticorpos IgG foi a
imunofluorescéncia indireta (IFA) tendo, para tal, sido utlizado o teste comercial

Fluotoxoplasma (Diagnostik Megacor®).

O método baseia-se num kit onde o soro do gato é diluido em PBS e incubado em
pocos individuais para permitir a reacdo dos anticorpos IgG com os taquizoitos. Os slides
sdo depois lavados para remover as proteinas nao reativadas e o conjugado com
fluoresceina anti-lgG é adicionado. O conjugado anti-lgG vai ligar-se ao anticorpos do

imunocomplexo e emitir fluorescéncia ao microscopio de fluorescéncia (Tizard, 2004).

3.6.1 Execucdo do teste
1. Retirou-se o kit FLUOTOXOPLASMA, que se encontrava refrigerado, e colocou-se a

temperatura ambiente, enquanto se preparavam as diluicdes dos soros.

2. Preparacéo das diluigbes 1:50 dos soros a estudar: Pipetaram-se 5 pl de soro e 250
ul de PBS para um microtubo e homogeneizou-se. Repetiu-se o0 procedimento para

todas as amostras, utilizando-se uma ponta estéril para cada uma.

3. Abriu-se o kit e identificaram-se na lamina os locais de aplicacdo dos controlos

positivo e negativo e das amostras.

Cada kit possui dez pocos, dois pocos sdo para 0s controlos positivo e negativo e 0s
restantes oito para as amostras.
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O registo do controlo positivo e negativo deve ser sempre no mesmo local em todos os kits

para facilitar a leitura dos resultados ao microscopio de fluorescéncia. O controlo negativo

colocou-se no canto superior esquerdo e o controlo positivo no canto inferior esquerdo.

Figura 3 - LAmina do kit do teste FLUOTOXOPLASMA.

4. Aplicaram-se 20 yl de controlo negativo e positivo nos respetivos pocos. Nos

restantes, adicionaram-se 20 pl de cada soro na diluicdo de 1:50, permitindo a

reacdo de complexos antigénio-anticorpo.

5. Em seguida, a lamina foi a incubar em camara humida na estufa a 37°C, durante 30

minutos.

6. Lavou-se a lamina com PBS. Aplicou-se o0 PBS com um esguicho no meio da lamina,

sem ser diretamente nos pog¢os para remover 0s anticorpos nao reativos. Mergulhou-

se varias vezes a lamina num globlet com PBS e agitou-se, para uma melhor

lavagem; por ultimo, voltou a lavar-se com PBS corrente através de um esguicho. A

lavagem teve a duracgdo de 2 a 5 minutos.

7. Adicionou-se uma gota de conjugado anti-cat-lgG-FITC (isotiocianato de

fluoresceina) em cada poco e colocou-se novamente em camara humida, na estufa a

37°C, durante 30 minutos.

8. Repetiu-se o0 passo numero 6.

9. Aplicaram-se 2 gotas de meio de montagem numa lamela e colocou-se por cima da

lamina. Procedeu-se a observagcdo num microscépio de fluorescéncia, a um

comprimento de onda de 450 nm, com as objetivas de x10 e de x40.

3.6.2 Interpretacéo dos resultados

A reacgdo positiva ocorre quando se observa um resultado igual ao do controlo

positivo — com fluorescéncia nitida, brilhante e regular por toda a membrana do taquizoito
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(Figura 4, A e B) — na diluicdo 1:50 ou numa diluicdo maior. O tamanho, a aparéncia e a

densidade das caracteristicas deve ser comparado com o0s controlos positivo e negativo.

Figura 4 - Resultado positivo pela técnica de IFA. A) x400; B) x100. Original da autora.

s

O resultado negativo é apresentado para titulos menores ou iguais a 1:50 com
coloracao apical fluorescente dos taquizoitos ou mesmo na presenca de cor vermelha (figura
5).

Figura 5 - Resultado negativo a toxoplasmose da técnica IFA (x400). Original da autora.

A fluorescéncia basal (figura 6) € caracterizada pela coloragédo regular em toda a

membrana do taquizoito, mas de cor pouco intensa. Esta pode ter vérias causas,
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nomeadamente erro laboratorial (como lavagens inadequadas com PBS) ou contacto

recente com o parasita (infecdo aguda, positivo fraco) (DNAtech, informacdo ndo publicada).

Figura 6 - Fluorescéncia basal da técnica IFA (x400). Original da autora.

Durante a observacdo ao microscépio de fluorescéncia 19 das amostras foram
consideradas duvidosas. Estas apresentavam fluorescéncia basal o que suscitou davidas

entre um resultado positivo e negativo, tendo sido necessario repeti-las para nova avaliacéo.

Em trés das 19 amostras a analise foi repetida com o mesmo kit (Fluotoxoplasma,
Diagnostik Megacor®) tendo, as restantes, sido repetidas num laboratério de patologia
veterinaria, o DNAtech. A técnica utilizada foi, também, a imunofluorescéncia indireta, mas
com um kit de fornecedor diferente, a Biomerieux®. A diluicdo realizada foi de 1:40 em 5
amostras e de 1:40 e 1:1200 nas 11 restantes. Nas amostras positivas/duvidosas, o
laborat6rio recorre as duas diluicbes para diferenciar os casos de doenca ativa / contato
recente de infec¢cdo antiga. Se as diluicdes de 1:40 e 1:1200 forem ambas positivas é
sugestivo de uma infecéo ativa ou recente, caso o animal apresente sintomatologia (Berkow
& Fletcher, 1994). Esta diferenciacdo é feita para haver um melhor aconselhamento aos
proprietarios, porque no caso de serem portadores assintomaticos existe a possibilidade de
re-excrecdo de oocistos e devem ser seguidas as medidas preventivas. O procedimento
para o kit da Biomerieux foi igual ao descrito para o Fluotoxoplasma, com excepc¢do da

diluicdo do soro que foi de 1:40.

Em duas das amostras que foram reavaliadas, o resultado manteve-se duvidoso,
tendo os respectivos animais sido retirados do estudo devido a impossibilidade de colheita

de nova amostra, trés semanas apos a primeira recolha. A repeticao seria importante devido
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ao facto de, em caso de infecdo ativa, os anticorpos IgG poderem nédo ser detetaveis por
altura da primeira colheita mas jA o serem ao fim de duas a trés semanas; evitar-se-ia,

assim, a emissao de resultados falso negativos.
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4. APRESENTACAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Com o objetivo de determinar a prevaléncia de base clinica da toxoplasmose em
gatos e identificar os seus fatores de risco na regido de Oeiras e Cascais, foi realizada uma
analise estatistica dos resultados com o recurso aos programas de Excel e Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) com base nos resultados obtidos. Foram recolhidas
63 amostras embora, para efeitos de analise estatistica, tenham sido consideradas, apenas,

61 devido a exclusdo de duas delas, conforme anteriormente descrito.

4.1 Prevaléncia da Toxoplasmose
A definicdo de caso, para efeitos deste estudo considerou-se ser animal com

serologia positiva, com titulo de IgG detetavel em dilui¢cdo igual ou superior a 1:50.

Na populacdo estudada foram encontrados 36 gatos seronegativos e 25
seropositivos para Toxoplasma gondii, 0 que corresponde a uma seroprevaléncia de 41%,
como indicado no gréfico 1.

Grafico 1 - Prevaléncia de base clinica da Toxoplasmose nos concelhos de Oeiras e Cascais.

B Seronegativo
B Seropositivo

Nenhum dos gatos estudados apresentava sintomatologia de toxoplasmose.

No que respeita as razdes que levaram 0s gatos seropositivos a consulta, conforme
se pode observar no gréfico 2A, foram, por ordem decrescente de casos, a castracao (9/25),

a vacinacao (6/25), problemas urinarios (4/25), atropelamentos (2/25), outros procedimentos
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cirurgicos (2/25), neoplasias (1/25) e problemas estomatolégicos (1/25) (Apéndice IlI).

Apenas um dos animais em estudo era positivo para FIV e um para FeLV (grafico 3A).

Relativamente & populacdo seronegativa, os motivos de apresentacdo a consulta
foram castragdo (19/36), vacinacao (9/36), problemas urinarios (2/36), problemas
dermatoldgicos (1/36), problemas gastrintestinais (1/36), problemas oftalmol6gicos (1/36),
problemas respiratorios (1/36), tosquia (1/36) e outros procedimentos cirargicos (1/36)
(grafico 2B e Apéndice Ill). Um dos gatos seronegativos era positivo para FIV e FeLV e dois

outros animais eram positivos para FeLV (grafico 3B).
Grafico 2 - Caracterizacdo da populacdo em estudo, em funcédo da causa de apresentagao a

consulta.
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Grafico 3 — Resultados da serologia em fungcéo da concomitancia com infecdo por FIV e FelL V.

A. Seropositivos B. Seronegativos
4% 49 3%5% . WFIVeFelV
mFIV
mFelV
mFelV
Despistado
92% Nio 86% negativo
testado N3o
testado

4.2 Avaliacdo dos fatores de risco
Para além das amostras de sangue, foram recolhidos, a partir de um inquérito,
alguns dados epidemioldgicos, nomeadamente a idade, género, raga, habitat, tipo de

alimentacgédo e proveniéncia, para avaliacdo de eventuais fatores de risco.

Para a verificacdo da associacdo estatisticamente significativa entre os fatores e a
seropositividade recorreu-se aos testes de Qui-quadrado e de Fisher. Os testes com valores

de p menores ou iguais a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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42.1 Idade
Os animais estudados apresentavam idades compreendidas entre os 7 meses € 0S

16 anos.

Os gatos com idade inferior a dois meses, ndo foram incluidos no estudo para evitar
a interferéncia de anticorpos maternais (que persistem das 8 as 12 semanas) (Omata, et al.,
1994; Lappin, 2006).

As medidas de tendéncia central que caracterizam a variavel sdo, para 0s casos
seropositivos, a média de 4,7 anos, com intervalo de confianga de 95%, entre 3,2 € 6,2, e a

mediana de 5 anos.

As medidas de tendéncia central que caracterizam a variavel sdo, para casos

seronegativos, a média de 3,7 anos e a mediana de 2 anos (Apéndice I, tabela 1).

Tabela 3 - Seroprevaléncias em fun¢édo do grupo etario.

Grupo etario

Meses [6-12] [13-35] [36-71] [>72] Total
Serorevaléncias
(%) 19,05 50 60 42,86
Resultados Negativo 17 3 8 8 36
Positivo 4 3 12 6 25
Total 21 6 20 14 61

Na tabela 3 é possivel constatar que a percentagem de seropositivos aumenta até
aos 6 anos de idade (72 meses), atingindo o valor maximo, no grupo etario dos 36-71

meses, com 60% de seropositivos (gréfico 4 e Apéndice I, figura 1).

As frequéncias esperadas em 25% das células sao inferiores a 5 0 que nédo permite
a aplicacdo do teste de Qui-quadrado de independéncia entre grupo etario e resultado de

teste.

O teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney foi aplicado por rejeicao da
normalidade da variavel idade testada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de Mann-Whitney
sugere que ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre as idades (p=0,066)

(Apéndice Il, tabelas 2 e 3).
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Gréfico 4 - Relacao entre o grupo etario e o resultado seroldgico.
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4.2.2 Proveniéncia
Os progenitores também podem transmitir o parasita pela via transplacentéria,
durante a lactagdo ou através da via fecal-oral, pelo que foram recolhidas informacgfes
acerca da sua origem e acessibilidade ao exterior. Cerca de 18% dos proprietarios
desconhece a proveniéncia dos seus animais. Na analise que se segue avaliaram-se

apenas 0s animais cuja proveniéncia era conhecida (tabela 4, gréfico 5).

As frequéncias esperadas em 25% das células sao inferiores a 5 0 que néo permite
a aplicacdo do teste de Qui-quadrado de independéncia entre o habitat dos progenitores e

resultado do teste.

O teste exato de Fisher sugere que ndo hé relagdo entre o habitat dos progenitores
e o diagndstico da doenca (p=0,073) (Apéndice Il, tabela 4). Todavia, os resultados da
tabela 4 e gréafico 5 mostram que a percentagem de seropositivos é superior nos animais de

progenitores COm acesso ao exterior.

Tabela 4 - Seroprevaléncias em funcdo do habitat dos progenitores

Progenitores

Acesso ao exterior Sem acesso ao exterior Total

Seroprevaléncias

(%) 42,5 10
Resultados Negativo 23 9 32
Positivo 17 1 18
Total 40 10 50

Grafico 5 - Relacdo entre o0 habitat dos progenitores e o resultado seroldgico.
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4.2.3 Acesso ao exterior
Os gatos considerados com acesso ao exterior foram aqueles que tinham um
habitat exclusivamente de exterior ou os que tinham acesso tanto ao interior como ao

exterior (vivendas e apartamentos com terraco).

Através da andlise pelo teste do Qui-quadrado verificou-se que existe uma
associacdo entre 0 acesso ao exterior e a seropositividade para a toxoplasmose (p=0,019)
(Apéndice I, tabela 5). Os gatos com acesso ao exterior apresentam maior seroprevaléncia

do que os de interior (tabela 5, gréafico 6).

Tabela 5 - Seroprevaléncias em func¢édo do fator acesso ao exterior.

Acesso ao
Exterior Interior Total
Serorevaléncias
(%) 54,54 25
Resultados Negativo 15 21 36
Positivo 18 7 25
Total 33 28 61

Gréfico 6 - Relag&o entre 0 acesso ao exterior e o resultado seroldgico.
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4.2.4

Género

O teste do Qui-quadrado mostrou nao existir associacdo entre o género do animal e

o resultado do teste serologico (p = 0,624) (Apéndice I, tabela 6).

Conforme se observa no gréafico 7, os machos encontram-se em maior numero,

tanto nos gatos seropositivos como nos seronegativos, mas a prevaléncia de seropositivos

foi maior em animais do género feminino (tabela 6). Estes resultados ndo foram

estatisticamente significativos.

Tabela 6 - Seroprevaléncias para o fator género do paciente.

Género
Feminino Masculino Total
Seroprevaléncias
(%) 44,44 38,23
Resultados Negativo 15 21 36
Positivo 12 13 25
Total 27 34 61
Gréfico 7 - Relagcado entre o0 género e o resultado serolégico.
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425 Tipo de alimentacgéo

Os alimentos como o leite, carne crua e comida caseira foram considerados

alimentos de risco e a racao comercial (himida ou seca) foi considerada alimento sem risco.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 7 e no gréafico 8, os animais

com alimentacéo de risco evidenciam maior nimero de casos positivos.

Segundo o teste do Qui-quadrado, ndo parece existir associacao estatisticamente

significativa entre o teste seroldgico e o tipo de alimentacéo (p = 0,104) (Apéndice I, tabela

7).

Tabela 7 - Seroprevaléncias em fungé&o do tipo de alimentagéao.

Tipo de alimentagao

Alimento comercial Alimento de risco Total
Seroprevaléncias
(%) 31,25 51,72
Resultados Negativo 22 14 36
Positivo 10 15 25
Total 32 29 61

Grafico 8 - Relacdo entre o tipo de alimentagao e o resultado serolégico.
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4.2.6 Raca

Os animais estudados foram agrupados em dois grupos, os de raca indefinida e os

de raca. Os resultados da analise desta variavel (tabela 8 e grafico 9) e demonstram que

animais sem raca definida apresentam maior seroprevaléncia.

Segundo o teste de qui-quadrado de homogeneidade verificou-se que os casos de

toxoplasmose se distribuem de forma diferente em relacdo a raca (p=0.018). A andlise de

residuos sugere que a raca indefinida é responsavel pelas diferencas constatadas uma vez

gue apresenta elevada prevaléncia. O teste exato de Fisher sugere, também, esta relacéo

(p=0,020) (Apéndice II, tabela 8).

Tabela 8 - Seroprevaléncias em fungé&o da raga.

Raca
Indefinida Raca Total
Seroprevaléncias
(%) 48 9,09

Resultados Negativo 26 10 36

Positivo 24 1 25

Total 50 11 61

Grafico 9 - Relacédo entre araca e o resultado serolégico.
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A seroprevaléncia para a toxoplasmose pode variar entre paises e, até, entre
regibes de um mesmo pais devido ao facto de poderem existir diferentes condi¢cdes
climatéricas, regifes ou tipos de territorio (urbano ou rural) (Afonso et al., 2006b; Sharif et
al.,2009). De facto, na literatura, os valores de seroprevaléncia em gatos descritos em
diferentes regides do mundo variam entre 5,5 % e 97,40%, dependendo da area geografica
e da populacdo em estudo (gatos domésticos, de gatil ou errantes) (Afonso et al., 2006b;
Sharif et al.,2009).

A seroprevaléncia de base clinica para a toxoplasmose encontrada nos gatos dos
Concelhos de Oeiras e Cascais foi de 41% (25/61) (grafico 1). Este valor pode ser
considerado elevado e estar relacionado com fatores como a estag¢éo do ano (primavera), o
elevado numero de gatos errantes ou com acesso ao exterior estudados e a utilizagédo de

alimentagéo de risco.

A regido de Oeiras e Cascais € uma regido urbana e, por isso, a probabilidade de
predacédo e disponibilidade de hospedeiros intermediarios € menor do que numa area rural
(Meireles et al.,2004; Taylor et al., 2007; Lopes, et al., 2008). No entanto, o presente estudo
foi realizado durante a estagéo da primavera e, o facto de um elevado nimero de animais
ter acesso ao exterior e fazer uma alimentagéo de risco, pode ter influenciado o valor da
seroprevaléncia. Deste modo, é necessaria cautela quando se comparam os resultados aqui
obtidos com os de outros estudos que nado tiveram o mesmo tipo de populagdo e se

realizaram em diferentes épocas do ano.

As condi¢Bes ambientais, como um clima quente e himido que se verificou durante
o periodo do estudo (temperatura entre 14,3 °C e 20,3 °C) oferecem um ambiente propicio a
sobrevivéncia dos oocistos, permitindo a sua perpetuacdo no ambiente (Afonso et al.,
2006b). A sazonalidade também interfere na disponibilidade das presas (Hermmann et al,
2010).

O habitat e o tipo de alimentac&o foram outros fatores com influéncia nos resultados
obtidos, uma vez que 54,54% da populacdo estudada era errante ou tinha acesso ao
exterior (tabela 5) e 47,5% tinham uma alimentacdo de risco constituida por alimentos

confeccionados pelos donos (tabela 7).
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No presente trabalho foram avaliados alguns fatores de risco para a infe¢do por T.
gondii, nomeadamente a idade, género, raca, habitat, ascendéncia (progenitores com ou

sem acesso ao exterior) e presenca de doencas concomitantes.

Relativamente a idade, os valores de seroprevaléncia encontrados foram de
19,05%, 50%, 60% e 42,86%, respectivamente, nas faixas etérias dos 6 aos 12 meses, dos
13 aos 35 meses, dos 36 aos 71 meses e com idade superior a 72 meses (tabela 3). A idade
nao foi identificada como fator de risco (p=0,066), mas verificou-se que a seropositividade
aumentou até aos 6 anos de idade; isto pode relacionar-se com o facto de o aumento da
idade elevar a probabilidade de exposicdo ao parasita (Jones & Dubey, 2010; Lopes et al,
2011). Diversos estudos descrevem a idade como fator de risco na infecgdo por T. gondii
(Gauss, et al., 2003; Salant & Spira, 2004; Mir6 et al., 2004; Zhang et al., 2009; Sharif et al.,
2009; Jones & Dubey, 2010; Akhtardanesh et al., 2010; Lopes et al., 2011; Gyorke, et al.,
2011; Kulasena, et al., 2011). Contudo, estes autores, analisaram populacbes com um

namero de animais superior ao estudado no presente trabalho (acima de 80 individuos).

Quanto a raca, 48% dos gatos seropositivos ndo tinham racga definida e 9,09% eram
animais de raca (tabela 8). Estes valores sdo estatisticamente significativos (p=0,020),
indicando ndo existir predisposi¢cao racial. Os gatos de raca indefinida apresentaram maior
seropositividade do que gatos de racga, 0 que se deve ao facto de a raca indefinida ser mais
comum nos animais estudados, o que pode ter influenciado os resultados. Outro facto
importante € que dos dez gatos de raca estudados, sé dois tinham acesso ao exterior e,
consequentemente, foram menos expostos a fatores de risco. Na maioria dos trabalhos
publicados por outros autores a raca também nao teve significado estatistico, a excecao de
um estudo que concluiu que gatos siameses e persas apresentavam maior seropositividade

do que os restantes (Lopes, et al., 2008).

Relativamente ao género, o feminino apresentou maior seroprevaléncia (44,44%)
do que o masculino (38,2%) (tabela 6). Este fator ndo apresentou resultados
estatisticamente significativos, como descrito na maioria dos trabalhos realizados por outros
autores (Gauss, et al., 2003; Lopes et al., 2008; Gyorke, et al., 2011; Kulasena, et al., 2011).
Todavia, Kim et al. (2008) e Sharif et al. (2009) descrevem o género feminino como fator de
risco, respectivamente, na Coreia do Sul e no Irdo. O género masculino surge, também,
descrito como fator de risco para a infecdo por T. gondii nos EUA (Vollaire et al., 2005), em
Espanha (Mir6 et al., 2004) e na Coreia do Sul (Lee et al.,2010).
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No que respeita ao Habitat os valores de 54,54% de seropositividade em animais
com acesso ao exterior e de 25% em gatos de interior (tabela 5) foram estatisticamente
significativos (p=0,019), conforme descrito, também, por outros autores (Gauss, et al., 2003
Miré et al., 2004; Lopes et al., 2008; Lee et al., 2010; Gyorke, et al., 2011; Kulasena, et al.,
2011). Os gatos com acesso ao exterior apresentam maior risco de predacdo de aves, ratos
e acesso mais facil a baratas, minhocas e moscas (Bowman et al., 2002). A exposicdo a
gatos com doencas concomitantes que deprimem o sistema imunitario, maior exposicdo a
parasitas como lIsospora felis (Bowman, 2009) e a ambientes contaminados (aguas),
aumenta a sua probabilidade de entrar em contacto com o parasita. E, ainda, importante
referir que, de entre 0s gatos com acesso ao exterior, agueles que nunca foram infetados
representam um risco maior para a saude publica, uma vez que, quando infetados pela
primeira vez, irdo excretar oocistos durante uma a duas semanas. Um gato que ja foi
infetado dificilmente volta a re-excretar oocistos e, quando tal acontece, a duracao € inferior

a da primeira infecdo (Elmore et al.,2010).

Quanto ao tipo de alimentacdo, 31,25% dos seropositivos faziam alimentagéo
comercial e 51,7% alimentagdo caseira (tabela 7). Este fator ndo foi considerado
estatisticamente significativo (p=0,104), provavelmente devido ao facto de, cada vez mais,
0s animais, domésticos e de rua, serem alimentados com racdes comerciais existindo,
também, um maior cuidado na confeccdo e lavagem dos alimentos. Muitos trabalhos
cientificos consideram o tipo de alimentacdo um fator de risco mas, mais uma vez, foram
estudos realizados com popula¢des superiores a 80 animais (Garcia-Marquez, et al., 2007,
Dabritz, et al., 2007; Lopes et al., 2008; Gydrke, et al., 2011).

Quanto as doencas concomitantes, como infecdes por FIV, FeLV e PIF, verificou-se
terem sido poucos os gatos testados para estes agentes (7/61), ndo tendo o nimero total de
animais estudado sido suficiente para uma analise estatistica. Poucos sao os estudos de
prevaléncia da toxoplasmose que descrevem este fator como estatisticamente significativo
e, de entre os que o fazem, apenas a infe¢cdo por FIV é referida como concomitante a

toxoplasmose (Lopes et al., 2008; Akhtardanesh et al., 2010).

A ascendéncia dos gatos foi, também, avaliada, embora este fator ndo tenha, até a
data, sido descrito como fator de risco, nem descrito em trabalhos de seroprevaléncia. No
presente trabalho, 42,5% dos seropositivos tinham progenitores com acesso a rua e 10%
progenitores de interior (tabela 4). No entanto, ndo se obtiveram resultados estatisticamente
significativos (p=0,066) possivelmente devido ao facto de apenas 82% dos proprietarios

conhecerem a ascendéncia do seu animal, de os gatos até aos 6 meses terem sido
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Y

excluidos devido a interferéncia de anticorpos maternos e a raridade da re-excrecdo de

oocistos (Bowman et al., 2002).
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6. CONCLUSAO

z z

A toxoplasmose € uma importante parasitose uma vez que € uma zoonose
relativamente comum. Estima-se que um terco da populacdo mundial humana tenha sido
exposta ao parasita (Tenter, et al.,, 2000). Atualmente, devido a insuficiente informacédo
sobre as medidas de prevencdo da infecdo tanto em felinos como no Homem, existe um

clima de suspeita e rejeicdo em relacdo aos gatos, principalmente em mulheres gestantes.

De acordo com um estudo realizado no Canada, por Shuhaiber et al. (2002) os
proprietarios de gatos, ou profissionais que lidem com animais ou produtos carneos nao
apresentam risco acrescido de infecdo por T. gondii. A principal fonte de transmissdo do
parasita € o consumo de carne crua ou mal cozinhada. Todavia, muitos prestadores de
cuidados de saude e mulheres gestantes parecem acreditar ser o gato o maior fator de

risco.

Mediante o panorama descrito selecionei este tema com o intuito de contribuir para
0 conhecimento da seroprevaléncia da toxoplasmose e respetivos fatores de risco numa
pequena regido do Pais. Os objectivos propostos foram a determinacao da percentagem de
seropositivos, a avaliagdo, na area geografica em estudo, de alguns dos fatores de risco

descritos na literatura e a identificacdo das medidas preventivas mais adequadas.

No presente trabalho foi encontrada uma percentagem de seropositividade para a
toxoplasmose em gatos de 41%. Apesar do reduzido numero de animais estudado,
consideramos o valor obtido elevado e pensamos que possa estar associado a estacao do

ano — primavera — e ao elevado nimero de animais de exterior e/ou com acesso ao exterior.

A idade nao foi identificada como fator de risco, mas observamos um aumento da
seropositividade até aos 6 anos de idade, o que se pode ficar a dever ao facto de que, com

a idade, aumenta a probabilidade de exposi¢do ao parasita.

A raca também ndo foi considerada um fator associado a seropositividade. Os
gatos de raca indefinida apresentaram maior seroprevaléncia do que os gatos de raca.
Contudo, este resultado pode ser explicado pelo facto de os gatos com raca indefinida se
encontrarem mais representados na populacédo estudada e de a maioria dos gatos de raca

serem de interior.

N&o foi, também, observada qualquer associa¢édo entre 0 género dos animais e 0s

valores de seropositividade encontrados.
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O tipo de habitacdo, homeadamente 0 acesso ao exterior, foi 0 Unico fator com
resultado estatisticamente significativo. Os gatos com acesso ao exterior apresentaram
maior seropositividade, provavelmente devido a uma maior exposicdo ao agente, devido a
possibilidade de cacarem, a proximidade com outros animais doentes (com FIV, FelLV e
Isospora felis), ao contacto com hospedeiros de transporte (baratas, minhocas, moscas) e

ambientes contaminados e a alimentacao ndo controlada (Elmore et al.,2010).

O tipo de alimentacdo nado foi estatisticamente significativo, ndo s6 porque a
alimentacdo comercial comeca a ser a mais comum, como ao maior cuidado que hoje existe

na confe¢do dos alimentos.

A origem dos progenitores também nao foi descrita como fator de risco, resultado
que pode estar associado ao facto de apenas 82% dos proprietarios conhecerem a origem

do seu animal.

Os casos de animais com infe¢cdo concomitante por agentes como o FIV ou o FelLV,
nao foram em numero suficiente para possibilitar uma analise estatistica. Todavia, podemos
olhar para estes resultados como uma realidade que deve ser modificada. Poucos séo os
gatos que sdo testados para estas doengas quando se verifica a seropositividade para a

toxoplasmose.

Na literatura encontram-se descritos mais fatores de risco do que os identificados
no presente trabalho. No entanto, o nimero de animais estudado €, muitas vezes, superior
ao aqui descrito. Deste modo, numa perspetiva de continuidade da presente investigacao,
seria necessario ndo s6 aumentar a dimensdo da populacéo estudada, como proceder a
repeticdo do teste nos animais seronegativos, num intervalo de tempo nunca inferior a trés

semanas, por forma a reconhecer eventuais infecdes recentes.

Do ponto de vista clinico, a toxoplasmose deveria ser incluida, com mais
frequéncia, na lista de diagnosticos diferenciais em caso de febre, alteracdes
gastrintestinais, neuroldgicas, respiratérias e imunossupressdo. Nos casos de
seropositividade para T. gondii dever-se-iam, realizar exames complementares com o
objetivo de identificar possiveis alteracdes ainda assintomaticas, com por exemplo,
leucopenia, linfopenia, neutropenia, eosinofilia, e aumento de enzimas hepaticas (alanine

aminotransferase - ALT - e aspartate aminotransferase - AST) (Barr, 2006; Lappin, 2006).

Com base nos resultados que obtivemos, podemos sugerir a implementacao de

algumas medidas de prevencdo da transmissao, nomeadamente:
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e Os gatos devem ter acesso a um ambiente controlado, sem acesso ao exterior,

evitando, ainda, a proximidade de animais com doencas infecciosas;

e Realizacdo de testes de rastreio da infe¢cdo por FIV e FelLV, ndo s6 para o animal
seropositivo para a toxoplasmose, como para os que com partilham o mesmo

espaco;

e Disponibilizar a todos os gatos uma alimentacdo comercial ou alimentos bem

cozinhados.

Os objetivos principais deste trabalho foram atingidos, tendo sido muito importante
realiza-lo, uma vez que nenhum outro havia ainda sido realizado nesta &rea geografica. Foi
possivel identificar a percentagem de seropositivos para a toxoplasmose, os fatores de risco
associados a infe¢do, a populacdo de gatos com maior risco para a saude publica e as

medidas preventivas a adoptar no sentido de evitar a transmisséo.

Como trabalho futuro penso que seria importante alargar o presente estudo a outras
regides do Pais, contribuindo para o aumento do conhecimento sobre a toxoplasmose em
Portugal. Seria necessario estudar uma populacdo com maior nimero de elementos do que
os do presente trabalho, para que melhor se pudessem identificar os fatores de risco e

informar as populac¢des sobre as medidas de prevencgdo da transmissdo a adoptar.
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Apéndice | - Inquérito realizado

O QUE E A TOXOPLASMOSE?
A toxoplasmose é uma doenca causada por um parasita que se denomina por o Toxoplasma gondii.

Pode afectar o cdo, o gato, a ave, o suino, o cavalo, os ruminantes, bem como o homem, mas o gato é o
principal hospedeiro. Em raras ocasides, pode transmitir este parasita através do contacto directo com as suas
fezes. Outras vias de infeccdo séo: a carne e leite mal cozinhados, agua contaminada, verduras mal lavadas ou
por transmissdo através da placenta. O gato e o homem raramente desenvolvem a doenca clinica; a sua
manifestagdo, como entidade clinica ou nosélogica, depende normalmente do aparecimento de outras doencas

concomitantes, em especial aquelas que deprimam o sistema imunitario.

Este inquérito encontra-se inserido num estudo para o desenvolvimento de uma tese de mestrado, inserida no
programa curricular de Medicina Veterinaria pela Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Lusé6fona de Humanidades e Tecnologias (Lishoa).

Este estudo pretende contribuir para o conhecimento da epidemiologia da infeccdo por Toxoplasma gondii nos

gatos.

Para participar, pedimos-lhe o preenchimento deste inquérito e a recolha de uma pequena amostra de sangue
(2ml) do seu gato para se poder efectuar o teste da Toxoplasmose que se realizara através da mensuragdo de

anticorpos.

O teste néo faz o diagndstico da infeccao apenas apresenta a probabilidade de se encontrar assintomaticamente
infectado, uma vez que existe a possibilidade de falsos negativos (animal infectado que ndo produz anticorpos)

ou falsos positivos (animal que entrou em contacto com o parasita mas nao esté infectado).

Todos os dados fornecidos por este inquérito sdo confidenciais e os seus resultados ser-lhe-ao fornecidos assim

o estudo estiver concluido, ainda durante este ano corrente.

Obrigada pela sua participagao!

Sandra de Sousa Ferreira Dias

Medicina Veterinaria da ULHT

Aluna n° 2500658 (6°ano)
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10.

11.

12.

Nome do proprietario:

Area de residéncia:

Freguesia: Concelho:

Tipo de habitac&o (assinale com um x):
[ ]Apartamento [ ]Vivenda

Nome do paciente:

Idade do paciente:

Raca:

Sexo do paciente (assinale com um x):

[ ]Feminino [ ] Masculino

O seu animal é castrado (assinale com um Xx):
[ ]1Sim [ ]Néo

Habitat do animal (assinale com um x):
[ ] Gato de exterior [ ] Gato de interior com pais de interior
[ ] Gato de interior com pais de rua [ ] Gato de interior com acesso ao exterior

Tipo de Alimentacéo (assinale com um x as op¢des que se adequam):

] Lata

] Ragao seca

] Comida caseira

] Carne crua/mal passada de (tipo de animal)
] Leite

] Outros

[
[
[
[
[
[

Existe a possibilidade do seu animal ter contacto com roedores e aves no seu habitat? (assinale com

um Xx):
[ ]Sim [ ]Néo [ ]N&o sei

O seu animal tem alguma destas doencas diagnosticada? (assinale com um x):
[ ] Imunodeficiéncia Felina (FIV)

[ ]Leucemia Felina (FELV)

[ ] Peritonite Infeciosa felina (PIF)

[ ] N&o foi realizado o despiste das doencas acima descritas
[ ] Outras. Quais?




Apéndice Il - Quadros estatisticos

Tabela e grafico efetuados para andlise estatistica da relacdo entre a idade e o teste

serolégico de toxoplasmose.

Tabela 1 - Medidas de tendéncia central e de disperséo para aidade

Relacdo da idade com o teste seroldgico de

T.gondii Estatistica Erro padrao
Resultado Média 3,7014 ,66730
Negativo 95% Intervalo  Limite 2,3467

de confianca inferior

para a média Limite 5,0561

superior

Mediana 2,0000

Variancia 16,030

Desvio padréo 4,00379

Minimo ,58

Maximo 15,00

Amplitude 14,42
Resultado Média 4,7067 , 74568
Positivo 95% Intervalo  Limite 3,1677

de confianca inferior

para a média Limite 6,2457

superior

Mediana 5,0000

Variancia 13,901

Desvio padréo 3,72842

Minimo ,67

Maximo 16,00

Amplitude 15,33

A mediana das idades dos animais seropositivos é 5 anos, enquanto, que dos seronegativos é

de 2 anos.



Figura 1 - Box-plot para a idade
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O Box-plot indica que a mediana é superior nos resultados positivos a toxoplasmose em

relac@o aos negativos.
Tabela 2 - Teste de Shapiro-Wilk para a idade

Teste de Shapiro-Wilk

Resultado Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
S Statistic Df Sig. Statistic df
Grupo Negativo ,236 36 ,000 , 740

etario Positivo ,229 25 ,002 ,811

As idades nao seguem distribuicdo normal (p=0,000).



Tabela 3 - Teste de Mann-Whitney para aidade

Teste de Mann-Whitney

Idade

Mann- 326,500
Whitney
U
Wilcoxon
w

Z -1,838
Asymp. ,066
Sig. (2-

tailed)

992,500

O teste de Mann-Whitney sugere que néo existem diferencas estatisticamente significativas

entre as idades (p=0,066).

Tabela efetuada para andlise estatistica da relagéo entre a proveniéncia e o teste seroldgico

de toxoplasmose.

Tabela 4 - Teste de Fisher para o habitat dos progenitores.

Teste exato de Fisher

Asymp. Sig.  Exact Sig. (2-  Exact Sig.
Value df (2-sided) sided) (1-sided)
Pearson 3,668° ,055
Chi-Square
Continuity 2,393 ,122
Correction®
Likelihood 4,292 ,038
Ratio
Fisher's ,073 ,055
Exact Test
N of Valid 50
Cases

O teste exato de Fisher sugere que néo harelagao entre a proveniéncia e o resultado do teste

(p=0,073).



Tabela efetuada para analise estatistica da relacao entre o0 acesso ao exterior e o teste

serolégico de toxoplasmose.
Tabela 5 - Teste de Qui-quadrado para 0 acesso ao exterior.

Teste Qui-quadrado

Asymp. Sig.  Exact Sig. (2-  Exact Sig.
Value df (2-sided) sided) (1-sided)
Pearson 5,467° 1 ,019
Chi-Square
Continuity 4,314 1 ,038
Correction®
Likelihood 5,604 1 ,018
Ratio
Fisher's ,036 ,018

Exact Test
N of Valid 61

Cases

Verificou-se que pelo teste do Qui-quadrado que existe uma associagdo entre 0 acesso ao

exterior e o teste serolégico de toxoplasmose. (p=0,019).

Tabela efetuada para andlise estatistica da relagéo entre o género e o teste seroldgico de

toxoplasmose.
Tabela 6 - Teste do Qui-quadrado para o género

Teste do Qui-quadrado

Asymp. Sig.  Exact Sig. (2-  Exact Sig.
Value df (2-sided) sided) (1-sided)
Pearson ,240° 1 ,624
Chi-Square
Continuity ,052 1 ,820
Correction®
Likelihood ,240 1 ,624
Ratio
Fisher's , 794 ,409
Exact Test
N of Valid 61

Cases




O teste de Qui-quadrado indica que ndo existe associacdo entre o contacto com o exterior e o

resultado do teste (p=0,624).

Tabela efetuada para analise estatistica da relacao entre o tipo de alimentacéo e o teste

seroldgico de toxoplasmose.
Tabela 7 - Teste do Qui-quadrado para o tipo de alimentacéo.

Teste de Qui-quadrado

Asymp. Sig. Exact Sig. (2-  Exact Sig.
Value df (2-sided) sided) (1-sided)
Pearson 2,637° 1 ,104
Chi-Square
Continuity 1,858 1 ,173
Correction®
Likelihood 2,652 1 ,103
Ratio
Fisher's ,124 ,086

Exact Test
N of Valid 61

Cases

Os dados sugerem que ndo ha associacgédo estatisticamente significativa entre o

resultado do teste para o parasita e o tipo de alimentacdo (p=0,104).
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Tabela efetuada para analise estatistica da relacao entre a raga e o teste seroldgico de

toxoplasmose.

Tabela 8 - Teste exato de Fisher para a raca.

Teste exato de Fisher

Asymp. Sig.  Exact Sig. (2-  Exact Sig.
Value df (2-sided) sided) (1-sided)

Pearson
Chi-Square
Continuity
Correction”
Likelihood
Ratio
Fisher's
Exact Test
N of Valid

Cases

5,644° 1 ,018

4,150 1 ,042

6,633 1 ,010

,020 ,017

61

O teste exato de Fisher verifica que existe relacao entre araca e o resultado serolégico

(p=0,020).
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Apéndice Il - Listagem dos animais estudados

N° de Area Idade Raca Sexo | Castrado | Proveniéncia | Habitat | Alimentacdo | Predagéo Doencas Procedimentos | Resultado
animal (meses) (FIV e Felv)
1 Oeiras 24 Persa F N | | AC N n/desp Castracdo Neg
2 Oeiras 12 SRD M N E | AC N n/desp Castracdo Neg
3 Oeiras 148 Persa M S [ I/E AR S n/desp SG Neg
4 QOeiras 12 SRD M N [ I/E AR S n/desp Castracao Neg
5 Oeiras 12 SRD F S E | AR N n/desp Vacinagao Neg
6 Cascais 180 SRD M N E | AC N n/desp Castracdo Neg
7 Oeiras 9 Azul F N E | AR N n/desp Vacinacao Neg
charteux
8 QOeiras 12 Persa F S E [ AC N n/desp Vacinacao Neg
9 QOeiras 12 SRD M N E [ AC N n/desp Castracao Neg
10 Oeiras 8 SRD M N E | AC N n/desp Castracdo Pos
11 Oeiras 36 SRD F S E | AR N n/desp Vacinacao Pos
12 Oeiras 12 SRD M S [ I/E AC S Felv+ Vacinacao Neg
13 Carcavelos 84 Persa M S E [ AC N n/desp Vacinacao Neg
14 Carcavelos 48 Persa F S E [ AC N n/desp Vacinacao Neg
15 Oeiras 82 SRD F S Desconhecida I/E AC S n/desp Vacinacao Neg
16 Oeiras 12 SRD M N E | AC N n/desp Castracdo Pos
17 Oeiras 192 SRD F S Desconhecida I/E AC S n/desp SuU Pos
18 QOeiras 24 SRD M S Desconhecida I/E AC S n/desp SuU Pos
19 Oeiras 180 SRD F S Desconhecida | AC N n/desp RPC Neg
20 Parade 168 SRD F S Desconhecida | AC N n/desp PC Pos
21 Carcavelos 96 SRD M S E | AR S n/desp Vacinacao Pos
22 QOeiras 12 SRD M N E [ AC N n/desp Castracao Neg
23 QOeiras 108 SRD F S E [ AC N n/desp SD Neg
24 Oeiras 60 SRD M S Desconhecida I/E AC S n/desp Vacinagao Pos
25 Oeiras 60 SRD F S Desconhecida I/E AC S n/desp Vacinacao Pos
26 Cascais 48 Main M S | | AC N n/desp Tosquia Neg
Coon
27 QOeiras 12 SRD M N E E AR S n/desp Castracao Pos
28 Carcavelos 36 SRD M S [ I/E AC S n/desp SuU Pos
29 Oeiras 12 SRD M N Desconhecida | AC S n/desp Castracdo Neg
30 Oeiras 12 SRD M N Desconhecida | AC N n/desp Castracdo Neg
31 Cascais 9 Persa M S [ [ AC N n/desp Vacinacao Neg




32 Carcavelos 36 SRD M S E I/E AC S FIV e Felv+ Vacinacao Neg
33 Oeiras 36 SRD M N E E AR S n/desp Castragdo Neg
34 Oeiras 12 SRD F N E E AR S n/desp Castracdo Neg
35 Oeiras 36 SRD F N E E AR S n/desp Castracdo Pos
36 QOeiras 36 SRD F N E E AR S n/desp Castracao Neg
37 QOeiras 36 SRD F N E E AR S n/desp Castracao Pos
38 Oeiras 84 SRD F N E E AR S n/desp Castragdo Neg
39 Oeiras 60 SRD F N E E AR S n/desp Atropelamento e Pos
SN
40 Oeiras 72 Persa M S Desconhecida [ AR N n/desp SuU Pos
41 QOeiras 96 SRD F N E E AR S n/desp R/PC Pos
42 Carcavelos 24 SRD F N Desconhecida [ AC N n/desp Castracao Pos
43 Oeiras 60 SRD F N E E AR S n/desp R/PC Neg
44 Oeiras 36 SRD M N E E AR S n/desp Castracdo Neg
45 Oeiras 36 SRD F N E E AR S n/desp Castracdo Pos
46 QOeiras 60 SRD F S E I/E AR S Felv+ Vacinacao Neg
47 Oeiras 60 SRD M S E I/E AR S Felv+ Vacinagao Pos
48 Cacém 12 SRD M N E | AC N n/desp Castracdo Neg
49 Oeiras 7 Esfinge F N | | AC N Despistado- Castracdo Neg
50 QOeiras 12 SRD M N [ [ AC N n/desp Castracao Neg
51 QOeiras 108 SRD M S E [ AR N Despistado- Vacinacao Neg
52 Oeiras 60 SRD M N E E AR S n/desp Febre e SG Pos
53 Oeiras 72 SRD M N E E AR S n/desp Atropelamento e Pos
castracdo
54 Oeiras 60 SRD M N E E AR S n/desp Castracdo Pos
55 QOeiras 12 SRD M N E [ AR N n/desp Castracao Neg
56 Carcavelos 12 SRD M N [ E AR S n/desp Castracao Neg
57 Oeiras 24 SRD F N E I/E AC S n/desp Castracdo Neg
58 Oeiras 24 SRD F N E I/E AC S FIV+ Vacinacao Pos
59 Oeiras 12 SRD M N E I/E AR N n/desp Castracdo Pos
60 QOeiras 60 SRD F N E E AR S n/desp R/PC Pos
61 Oeiras 24 Bosque M S E E AC N n/desp SO Neg
Noruega
Legenda: SRD — sem raca definida; F — Feminino; M - masculino; S — Sim; N — N&o; | — de interior; E — acesso ao exterior/ ou de exterior; I/E —

acesso ao exterior e interior; AC — Alimento comercial; AR — Alimento de risco; n/desp — N&do despistado; Despistado - o animal é negativo a FIV
e Felv; SO — lesBes oftalmolégicos; R — les6es no sistema reprodutor; SG — sintomas do sistema gastrointestinal; SU — doenca do sistema
urinario; SN — sintomas neurolégicos; SD — sintomas dermatoldgicos e PC — procedimento cirargico.
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