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RESUMO

As filarioses caninas sdo enfermidades causadas por parasitas nematdides filariais que
pertecem a ordem Spirurida. Dentre os envolvidos, Acanthocheilonema reconditum e
Dirofilaria immitis sdo os filarideos caninos mais prevalentes no Brasil. A. reconditum é um
parasita que habita os tecidos subcutaneos, perirrenal e cavidade peritoneal de canideos e que
sdo transmitidos através de picadas de pulgas. Baseado no escasso nimero de publicacdes
sobre o assunto e devido ao pouco destaque dado pelos médicos veterindrios do pais, a
infeccdo por esse filarideo ainda € subestimada. D. immitis, agente etioldgico da dirofilariose,
é um parasita que causa infec¢do grave e potencialmente letal aos cdes. E transmitido aos
hospedeiros por culicideos, com destaque para os géneros Aedes, Anopheles e Culex. Devido
ao seu potencial zoondtico, a dirofilariose vem despertando interesse em saide publica. O
objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento da ocorréncia de filarideos em caes
residentes na cidade de Sao Luis, estado do Maranhao. O estudo foi desenvolvido a partir de
amostras sanguineas de cdes atendidos Hospital Veterindrio da Universidade Estadual do
Maranhao, em clinicas veterindrias particulares e em domicilio. Os fatores de risco associados
a transmissao do parasita, também foram avaliados com base em questiondrio epidemiolégico.
Amostras sanguineas de 103 cdes foram submetidas a pesquisa de microfilarias por meio da
técnica da Gota espessa, Método de Knott modificado e detec¢do de antigenos de D. immitis,
por imunocromatografia de fluxo lateral. As amostras também foram submetidas a detec¢do
molecular pela técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) e sequenciamento para
diferenciagdo e confirmacdo da espécie. Oito amostras (6,9%) foram positivas quanto a
presenca de filarideos, das quais seis amostras (5,8%) foram detectadas pela técnica da Gota
espessa, seis (5,8%) pelo Método de Knott modificado, sete (6,7%) pelo teste
imunocromatografico (Alere Dirofilariose Ag Test Kit) e sete (6,7%) pela Reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). Ap6s andlise dos dados, seis amostras apresentaram identidade com D.
immitis € uma amostra foi positiva para a espécie A. reconditum, o que confirmou pela
primeira vez a circulacdo deste parasita na cidade de Sao Luis- MA. Os resultados
demonstraram também que as caracteristicas ligadas aos cdes e condicdes ambientais
associadas aos vetores, bem como a falta de conhecimento da populag¢do, representam os
principais fatores de risco para a disseminagdo de filarioses caninas.

Palavras-chave: Cao, Parasita, Filarioses.
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ABSTRACT

Canine filariasis are diseases caused by filarial nematode parasites that belong to the order
Spirurida. Among those involved, Acanthocheilonema reconditum and Dirofilaria immitis are
the most prevalent canine filarids in Brazil. A. reconditum is a parasite that inhabits the
subcutaneous, perirenal and peritoneal cavity tissues of dogs and is transmitted through flea
bites. Based on the scarce number of publications on the subject and due to the little attention
given by veterinarians in the country, an infection by this filarid is still underestimated. D.
immitis, the etiologic agent of heartworm disease, is a parasite that causes severe and
potentially lethal infection in dogs. It is transmitted to hosts by Culicidae, with emphasis on
the genera Aedes, Anopheles and Culex. Intended for its zoonotic potential, a heartworm
disease has been arousing interest in public health. The objective of this work was to carry out
a survey of the occurrence of filarids in dogs residing in the city of Sao Luis, state of
Maranhao. The study was developed from the blood of dogs treated at the Veterinary Hospital
of the State University of Maranhdo, in veterinary clinics and at home. Risk factors associated
with the transmission of the parasite were also collected based on an epidemiological
questionnaire. Blood samples from 103 dogs were submitted to microfilariae investigation
using the Thick Drop technique, modified Knott method and detection of D. immitis antigens
by lateral flow immunochromatography. The exposed ones were also subjected to molecular
detection by the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique and sequencing for
differentiation and confirmation of the species. Eight (6.9%) were positive for the presence of
filarids, of which six (5,8 %) were detected by the thick drop technique, six (5,8 %) by the
modified Knott method, seven (6,7 %) by immunochromatographic test (Kit Alere
Dirofilariasis Ag Test) and seven (6,7 %) by Polymerase Chain Reaction (PCR). Data
analysis collected the new identity with D. immitis and a sample was positive for a species A.
reconditum, which confirmed for the first time the circulation of this parasite in the city of
Sao Luis-MA. The results also showed that the characteristics linked to dogs and
environmental conditions associated with the vectors, as well as the lack of knowledge of the
population, represent the main risk factors for the spread of canine filariasis.

Keywords: Dog, Parasite, Filariasis.
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1 INTRODUCAO

As filarioses caninas sdo enfermidades causadas por parasitas nematdides filariais
pertencentes a ordem Spirurida (LAIDOUDI et al., 2020). Dentre os nematédeos filarideos
que parasitam os cdes, hd espécies consideradas pouco patogé€nicas, enquanto outras podem
causar 6bito, além de representarem um potencial zoondtico (KANNENBERG et al., 2019).
Esses parasitas tém como caracteristicas possuir tropismo por tecidos especificos de seus
hospedeiros e pela dependéncia de um hospedeiro invertebrado hematéfago para completar
seu ciclo vital (RANI et al., 2010a). Em diversas regides do mundo, assim como no Brasil,
Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum sao os filarideos que apresentam maior
prevaléncia (RAMOS et al.,, 2016; LABARTHE et al., 2014), sendo a D. immitis a mais
conhecida em decorréncia de seu carater epidemioldgico e patogénico (GOMES, et al., 2012).
Estes parasitas ocorrem simultaneamente em diversas regides geograficas e liberam
microfildrias na circulacido sanguinea de seus hospedeiros naturais (ATKINS, 2010).

A. reconditum, antigamente denominado Dipetalonema reconditum é um parasita que
habita os tecidos subcutaneos, regido perirrenal e cavidade peritoneal de canideos (TAYLOR,
et al, 2007) e sdo transmitidos através de picadas de pulgas, piolhos e carrapatos
(Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis, Pulex irritans, Trichodectes canis,
Heterodoxus spiniger € Rhipicephalus sanguineus) (CRINGOLI et al., 2001; TAYLOR et al.,
2007; TORRES et al., 2007; BRIANTI et al., 2012), causando a Acanthocheilonemose, uma
enfermidade, que embora ndo traga consequéncias patoldgicas graves para o0s seus
hospedeiros, causa uma infeccdo transitoria, ulceragdes cutaneas e abscessos subcutineos.
Apesar de ser clinicamente menos importante em cdes (FERASIN; VENCO, 2016), a
identificacdo desses parasitas € de grande relevancia, por favorecer a conduta no tratamento e
um prognostico mais assertivo (KANNENBERG et al., 2019).

D. immitis € o agente etioldogico da dirofilariose, enfermidade que causa danos
frequentes a saude dos cdes, principalmente em zonas costeiras nas regides tropicais e
subtropicais (VIEIRA, 2019). Popularmente conhecida como “doenca do verme do coragdo”
(PIMENTEL et al., 2013), a dirofilariose canina € uma infec¢do grave e potencialmente letal
transmitida por géneros de mosquitos culicideos (Culex, Aedes, Anopheles e Ochlerotatus)
(DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2013a).

D. immitis também pode infectar os felinos e outras espécies selvagens, entretanto,
essas infeccOes raramente se tornam patentes. Devido seu potencial zoondtico, o parasita vem

despertando crescente preocupacdo em saude publica (SILVA et al., 2019) uma vez que a
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prevaléncia da infeccdo por D. immitis estd associada a ocorréncia da dirofilariose pulmonar
humana (GARCEZ et al., 2006), sobretudo, pelas evidéncias de aumento de casos de
dirofilariose canina no Brasil ao longo dos dltimos anos (LABARTHE et al., 2014).

O Maranhao, principalmente a capital Sdo Luis, possui caracteristicas essenciais para a
transmissao de filarioses caninas. Além de o clima favorecer o desenvolvimento biolégico dos
vetores, 0 desmatamento e a falta de saneamento basico aliados ao aumento desordenado da
populacdo de caes e gatos errantes, possibilitam a manutengdo e disseminagdo de microfilarias
entre os animais e o ser humano.

A ocorréncia de filarideos ainda é um tema pouco estudado no Maranhdo, entretanto é
essencial o diagndstico diferencial considerando que a identificagdo especifica faz-se
necessdria para estabelecer o tratamento adequado. Aliado a esse fato, a dirofilariose é a
cardiopatia parasitdria mais relevante em caes, assim, objetivou-se no presente estudo
pesquisar a ocorréncia de filarideos na populacdo de cies residentes na regido metropolitana
de Sao Luis, contribuindo para o entendimento dos aspectos epidemioldgicos, e alertando

sobre os eventuais fatores de riscos associados a essas parasitoses.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a ocorréncia de filaridios em cies domiciliados residentes no municipio de

Séo Luis - Estado do Maranhao, Brasil.

2.2 Especificos

e Determinar a ocorréncia de filarideos por meio da pesquisa de microfilarias e da
deteccdo de antigenos circulantes em caes domiciliados na regido Metropolitana de
Sao Luis- MA;

e (Caracterizar através de técnicas moleculares os filarideos identificados nos caes
domiciliados;

e Avaliar os fatores de risco associados a filarioses em cdes domiciliados na regido

Metropolitana de Sao Luis- MA;
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Filarioses caninas

As filarioses sdo causadas por diversos nematdides da familia Onchocercidae, que
frequentemente podem ser transmitidas por artropodes e parasitam vdrias espécies de
vertebrados como hospedeiros definitivos (ANDERSON, 2000).

As espécies mais relatadas em caes sdao D. immitis, Dirofilaria repens e A. reconditum,
contudo hd também relatos na literatura sobre infec¢des por Acanthocheilonema
dracunculoides, Cercopithifilaria grassi (SCARAMOZZINO et al., 2005) e Cercopithifilaria
bainae (SOARES et al., 2020).

As filarioses caninas sdo relatadas em diversos locais do mundo, principalmente em
regides tropicais, devido & maior quantidade e diversidade de vetores (SIMON et al., 2012), e
no caso da D. immitis e A. reconditum, podem apresentar distribuicdo geografica semelhante
(GOMES et al., 2012). Em relacdo aos casos de transmiss@ao em humanos desses parasitas, a
infec¢do ocorre com maior frequéncia em dreas com alta prevaléncia de hospedeiros caninos

infectados (MEGAT ABD RANI et al., 2010).

3.2 A. reconditum

A. reconditum (anteriormente Dipetalonema reconditum) foi relatado pela primeira
vez por Grassi em 1889. No ano seguinte, Grassi e Calandruccio relataram as diferencas
morfoldgicas entre A. reconditum e D. immitis, descrevendo as particularidades de uma fémea
imatura do helminto; estes mesmos autores também comprovaram que o parasita também ¢é
capaz de se desenvolver em pulgas (PACIFICO et al., 2021).

Dados adicionais foram revelados por Noé€ em 1907, que descreveu outras
caracteristicas morfolégicas, ao analisar espécimes adultos (machos e fémeas) de A.
reconditum. A caracteristica morfolégica adicional de microfilarias de A. reconditum foi
subsequentemente relatada por Newton e Wright em 1956. E estudos posteriores como 0s
realizados por Bain e Beaucournu em 1974 e Korkejian e Edeson em 1978, elucidaram o ciclo

de vida e complementaram a descricio do parasita (PACIFICO et al, 2021).
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3.2.1 Morfologia

Frequentemente, as microfildrias de A. reconditum sdo mais curtas do que as de D.
immitis (MCCALL et al., 2008; BRIANTI et al., 2012; MAGNIS et al., 2013) e possuem 260
a 283 um de comprimento e Sum de largura, ja as de D. immitis apresentam de 290 a 330 um
de comprimento ¢ 5,0 a 7,0 um de largura (LOPEZ et al., 2012). Além disso, elas
caracterizam-se por apresentarem extremidade cefdlica obtusa, com gancho cefélico
proeminente, cauda em forma de botao e curvada (MCCALL et al., 2008).

Quanto aos adultos, os machos de A. reconditum medem em média cerca de 1,5 cm de
comprimento e as fémeas chegam a aproximadamente 2,5cm (TAYLOR et al., 2007). Nos
machos encontram-se espiculas desiguais em comprimento, com a espicula esquerda medindo
220 a 300 um (média de 248 um de comprimento), ja a espicula direita de 92 a 104 um de
comprimento e auséncia de guberniculo. Enquanto as fémeas apresentam uma vulva logo
atrds da juncdo da por¢do anterior e posterior do esdfago, localizada entre 680 a 930 um da

extremidade anterior (LEVINE, 1968; NAPOLI et al., 2014).

3.2.2 Ciclo bioldgico de A. reconditum

Embora possua ampla distribui¢do geografica e relato sobre sua descoberta em olho
humano (HUYNH et al., 2001) ainda existem poucas informag¢des disponiveis sobre o ciclo
bioldgico do A. reconditum.

Para a transmissdo do parasita é necessdrio a proximidade entre os cdes infectados e
ndo infectados (BRIANTI et al., 2012). O ciclo inicia-se quando as fémeas adultas do
helminto liberam microfildrias diretamente na corrente sanguinea, que sdo ingeridas por
hospedeiros intermedidrios (BOWMAN, 2010). Dentre eles incluem pulgas (Ctenocephalides
canis, Ctenocephalides felis, Pulex irritans, Pulex simulans, Echidnophaga gallinae), piolhos
(Heterodoxus spiniger, Linognathus setosus) e carrapatos (Rhipicephalus sanguineus)
(CRINGOLI et al., 2001; BRIANTT et al., 2012; NAPOLI et al., 2014). A duracdo do estigio
das microfilarias L1 até chegar ao estagio infectante (L3) é de aproximadamente 7 a 14 dias
(BOWMAN, 2010).

A transmissdo do helminto acontece no momento que o vetor realiza o repasto
sanguineo, inoculando as larvas infectantes (L3) no hospedeiro definitivo (TAYLOR et al.,

2007), que se desenvolve em verme adulto no periodo de 2 a 3 meses (BOWMAN, 2010).
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A partir de estudo em caes experimentalmente infectados, evidéncias indicam que as
microfildrias de A. reconditum podem ser encontradas no sangue periférico apés um periodo
pré-patente de 67 a 101 dias (LINDEMANN; MCCALL, 1984; BRIANTI et al., 2012). No
hospedeiro definitivo canino, enquanto as microfildrias sdo encontradas predominantemente
no sangue, os adultos deste nematdide habitam o tecido subcutaneo (HUYNH et al. 2001),
onde estdo localizados aproximadamente 90% destes filarideos, enquanto outra pequena

quantidade estd situada na cavidade peritoneal (BOWMAN, 2010).

3.2.3 Patogenia e Sinais Clinicos

Segundo Otranto et al. (2013) A. reconditum é comumente conhecido como um
parasita apatogénico, pois na maioria dos estudos ndo ocorre descri¢do e confirmacio de
doenca clinica associada a infeccdo. Ou também € considerado com menor patogenicidade
(RANI et al., 2010), visto que geralmente ndo € capaz de provocar sérias consequéncias para
os seus hospedeiros (TAYLOR et al., 2007).Dentre as altera¢des patoldgicas causadas pelo
parasita, ja foi descrito por Lindemann et al. (1983) linfadenite mesentérica purulenta como
resposta aguda em um cdo infectado de forma experimental. Além disso, Pereira et al. (2004)
também identificaram duas migragdes erraticas em um cao apresentando parasitas adultos no
coracdo (ventriculo esquerdo), associados a achados de broncopneumonia, com microfilarias
nos alvéolos e outro c@o com a presenga de vermes adultos no ligamento do ovério, detectado
através de procedimento de ovariectomia. Outras alteragdes clinicas esporadicas também
relatadas devido a infec¢do por A. reconditum, incluiram ndédulos inflamatérios supurativos
subcutaneos em um canino com infec¢ao natural (ENGELMANN et al., 2019).

Durante estudo realizado por Pacifico et al. (2021), em 71 cdes microfilarémicos com
infeccdo unica por A. reconditum, alguns sinais clinicos foram descritos, como: febre,
desidratacdo, membranas mucosas congestionadas, perda de peso e intolerancia ao exercicio.
Nos resultados do hemograma completo ainda revelaram alteracdes como anemia
hipocréomica normocitica, trombocitopenia, trombocitose, leucocitose, linfocitose, linfopenia,
neutropenia, basofilia, monocitose e eosinofilia. Alguns desses caes também apresentaram

agregacdo plaquetaria no exame microscopico de esfregaco sanguineo.

3.2.4 Epidemiologia

A. reconditum € um helminto filarial distribuido mundialmente, mais prevalente em
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cdes, com relatos em vdrias regides como na Asia, Africa, América, Oceania e Europa,
localizada principalmente na drea do Mediterraneo (OTRANTO et al., 2013). Segundo Ionica
et al. (2014), a espécie A. reconditum em comparacdo Dirofilaria spp., parece estar mais
adaptada a regides secas e climas mais frios, embora seu desenvolvimento no vetor em
relacdo a temperatura ou outros fatores climdticos ainda ndo foram avaliados. Este nematéide
tem sido frequentemente relatado em cées e outros canideos selvagens nas Américas. Porém,
a maioria das informacdes disponiveis na literatura internacional refere-se a estudos
conduzidos nos Estados Unidos (PATTON; FAULKER, 1992; THEIS et al., 2001) ¢ em
menor ndmero nos paises da América do Sul, como o Brasil (RAMOS et al., 2016; MORAES
et al., 2017), Chile (LOPEZ et al., 2012) e Costa Rica (ROJAS et al., 2015; SPRINGER et al.,
2019).

Em revisao recente, Tahir et al. (2019) descreveram infec¢des por Acanthocheilonema
(A. reconditum e A. dracunculoides), relatando a presenca em cdes e raposas na bacia do
Mediterraneo, incluindo o Oriente Médio e norte da Africa. Além dos cdes domésticos, de
acordo com estudos de Magnis et al. (2013), A. reconditum também ja foi detectado em
quatis, e, ocasionalmente, estd associado a doengas em humanos.

Nos paises da Europa, como Bélgica, Suica e Holanda, apesar da detec¢ao da presenga
de outras espécies de filarideos, A. reconditum nunca foi relatado (OVERGAAUW; VAN
DIJK, 2009; DE BOSSCHERE; KINDERMANS, 2019). No Brasil, a prevaléncia da infeccao
em caes domésticos ainda é subestimada, com poucos estudos demonstrando prevaléncias que
variam de 0,6% a 22,6%, com maiores descricdes da infec¢do em estudo realizado na regido

litoranea no Estado do Parana (REIFUR et al., 2004).

3.3 D. immitis

D. immitis € uma espécie de nematddeo oriunda do continente Asidtico, cujas
evidéncias demonstraram a sua ocorréncia em paises banhados pelo mar Mediterrdneo e nas
Américas, onde foi introduzida através de caes trazidos pela chegada dos primeiros
imigrantes. Embora nas Américas existissem poucos exemplares de Canis familiaris na época
da colonizacdo, haviam outros canideos selvagens que atuavam como hospedeiros definitivos
e reservatOrios para o parasita, como os lobos, coiotes e raposas, fazendo surgir condigcdes
para o estabelecimento de novos ciclos de transmissao (BOWMAN; ATKINS, 2009).

Em 1586, Chez Jean Wolfe realizou o esboco de um verme o qual denominou de

“monstro”, ao encontrar um parasita no coracdo de um cavalo, que anos mais tarde, foi
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caracterizado como D. immitis (POOLEY, 2014), no entanto, a primeira publicacdo sobre a
descricdo da espécie, foi realizada em 1847 pelo fisico Osborne, ao confirmar a presenca do
parasita em um c@o nos Estados Unidos (BOWMAN et al., 2009).

Em 1856, Joseph Leidy, no Estado do Alabama, também relatou a presenca uma
grande quantidade de vermes brancos detectados no coracdo e em grandes vasos sanguineos
de um cao (BOWMAN; ATKINS, 2009). O parasitologista foi o primeiro a classificar o
agente etioldgico como Filaria e mais tarde em 1911, Railliet e Henry renomeou o género
como Dirofilaria e a espécie D. immitis (KNAUER, 1998).

No Brasil, em 1879, os primeiros casos de D. immitis em humanos foram descritos na
Bahia, por Silva-Aradjo (BARBOSA; ALVES, 2006) e no Rio de Janeiro, em 1887, por
Magalhaes, ao relatar dois vermes adultos de ambos os sexos no ventriculo esquerdo de um
menino (KNAUER, 1998). Além de canideos e humanos, o parasita também foi relatado pela
primeira vez em gatos, no Brasil, em 1921, por Travassos (NELSON, 2008).

Devido a relevancia do agente etioldgico, tanto pelos agravos causados aos animais
infectados, quanto a saide da populacdo humana, associado ao processo de interacdo entre
animais domésticos e o ser humano, em 1979 a dirofilariose passou a ser reconhecida como
zoonose pela Organizacdo Mundial da Saide (BARBOSA; ALVES, 2006; LIRA et al,
2012).

3.3.1 Etiologia e Morfologia

D. immitis (Leidy, 1856) representa o principal agente etioldgico da dirofilariose em
caninos. A enfermidade representa grande preocupacgdo para a Medicina Veterindria e para a
Saude Publica devido aos agravos provocados nos animais domésticos, principalmente caes e
gatos, e também por acometer os seres humanos (VIEIRA et al., 2014).

Segundo a classificacdo sistematica definida por Anderson (2000), este helminto
pertence ao filo Nematoda, classe Secernentea, ordem Spirurida, superfamilia Filarioidea,
familia Onchocercidae e subfamilia Dirofilariinae.

A transmissdo deste filarideo ocorre por meio do repasto sanguineo realizado por
culicideos. S@o descritas mais de 70 espécies da familia Culicidae como potenciais vetores,
entretanto, apenas 12 espécies tém sua capacidade vetorial comprovada (MORCHON et al.,
2012), as quais dentre elas estdo os géneros Aedes, Anopheles e Culex (SALGUEIRO, 2016).
Como caracteristica geral, o parasita possui o corpo alongado, filiforme, com extremidade

cefdlica levemente delgada e arredondada. Apresenta abertura oral terminal, circular, sem
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labios, rodeadas por 4 pares de pequenas papilas cefdlicas e 2 anfideos laterais. Os anfideos
possuem abertura basal em dire¢do a regido posterior do corpo e o esdfago segmentado em
regides musculares e glandulares, entretanto, sem delimitacdo evidente entre essas regides. O
nematddeo exibe pequenos deirideos laterais localizados entre o anel nervoso e a juncao
esOfago intestinal, situados no centro da depressdo cuticular, proximo a linha lateral. Os
deirideos caracterizam-se por uma forma filamentosa, base mais larga que o dpice,
concavidade longitudinal e &pice trifurcado. A superficie corporal possui fina estriacao
transversal, com estriacdes cuticulares aleatérias na extremidade cefdlica e na extremidade
posterior das fémeas (FURTADO et al., 2010).

Nos machos a apresentam as seguintes dimensodes: 137,6 mm (119,4-162,3) de
comprimento ¢ 0,41 mm (0,3-0,5) de largura. Es6fago com 1,21 mm (1,08-1,46) de
comprimento e 0,11 mm (0,09-0,13) de largura. Anel nervoso na extremidade anterior,
localizado no primeiro terco do esofago, apresentando 0,40 mm (0,35-0,47). Deirideos
voltados para a extremidade anterior com 0,57 mm (0,29-0,77), com drea rugosa ventral
extremidade posterior em espiral e cristas cuticulares paralelas de comprimento variado.
Possuem papilas pré-cloacais pareadas e ndo pareadas em quantidades variadas (1 a 6), um
pequeno par de papilas ad-cloacais situadas lateralmente a abertura cloacal e cinco pares de
papilas pés-cloacais. Também exibem um par de fdsmides localizados ventralmente entre os 2
ultimos pares de papilas pds- cloacais, além de uma espicula grande 0,34 (0,31-0,39) presente
no canal e formado por uma pequena espicula 0,17 mm (0,15- 0,19), auséncia de guberniaculo
e cauda com 0,10 mm (0,09- 0,11) (FURTADO et al., 2010).

Nas fémeas medem 218,3 mm (177,0-272,0) de comprimento e 0,49 mm (0,40- 0,61)
de largura. Possuem esdfago, anel nervoso e deiridios voltados para a extremidade anterior.
Vulva localizada proxima a extremidade anterior e delimitada por 1dbios finos, sem papilas,
da juncdo esdfago intestinal, anus em dire¢do a extremidade posterior, um par de fasmideos
latero-ventrais com aberturas circulares. Ovérios didelfos (multiplo) e opistodelfos (na por¢ao
posterior a vulva) (FURTADO et al., 2010).

Em relacdo as microfildrias, podem ser caracterizadas por extremidade cefalica
fusiforme e extremidade caudal reta (ALHO et al., 2014). Estas formas jovens se diferenciam
das adultas principalmente por possuirem menor tamanho e pela inexisténcia de gonadas e

orgaos copuladores (REY, 2001).
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3.3.2 Ciclo biologico de D. immitis

O parasita apresenta ciclo heteré6xeno e indireto. O ciclo inicia-se quando uma fémea
de diptero hematéfago realiza o repasto sanguineo em um animal infectado, ingerindo as
larvas de primeiro estdgio (L1). Apds esse periodo, as larvas migram até os tdbulos de
Malpighi, onde se transformam em L2 e L3 (forma infectante). As larvas de terceiro estdgio
(L3) rapidamente migram pela cavidade corporal em direcdo a cabeca e aparelho bucal do
mosquito, até que aconteca a sua transmissao (AHS, 2020).

Ao realizar novamente o repasto sanguineo, o diptero elimina a hemolinfa contendo
microfildrias de terceiro estdgio ou L3 (infectantes), as quais penetram na pele do hospedeiro
definitivo e apds 3 dias, se transformam em larvas de quarto estigio (L4), continuando a
percorrer entre os tecidos subcutaneos e musculares do animal infectado. Apds esse periodo,
as larvas desenvolvem em adultos jovens entre o 50° e 70° dia, atingem o sistema circulatorio,
seguindo em dire¢do ao coracdo e pulmdes do hospedeiro intermedidrio. Entre o 90° e 120°
dia, os adultos imaturos chegam aos vasos pulmonares e, nos caes, as fémeas destes helmintos
completam a maturidade sexual, 120 dias apds a infec¢ao (AHS, 2020).

As condi¢des ideais para que ocorra a proliferacdo das microfildrias no interior do
mosquito até a forma infectante, € de 27°C e 80% de umidade relativa, o que possibilita o
desenvolvimento estas larvas em torno de 10 a 14 dias, entretanto, em lugares onde as
temperaturas sao mais amenas, a maturacdo destes parasitas pode ocorrer de forma tardia
(AHS, 2020). Segundo Dillon (2007), podem ser transmitidas entre 10 a 12 microfildrias
durante o repasto por apenas um s6 mosquito.

Em alta parasitemia, as larvas adultas chegam a maturidade sexual apds trés meses da
sua chegada ao coracio, porém em casos de baixa parasitemia, os nematddeos migram para
artérias pulmonares e por sua vez, quando ocorre a presencga de adultos de D. immitis f€émeas e
machos, estas dao origem a novas microfildrias que s3o liberadas na corrente sanguinea
(MEIRELES et al., 2014). No ultimo estagio, as formas adultas do parasita podem viver até
mais de sete anos no hospedeiro canino, enquanto que as microfildrias podem sobreviver por

até dois anos (MEIRELES et al., 2014; ALHO et al., 2014).

3.3.3 Fisiopatogenia

A dirofilariose caracteriza-se pela presenca de lesdes inflamatdrias agudas e cronicas

que acontecem tanto no pulmdo, como em outros O6rgdos. Isto devido a presenca de
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Dirofilaria adultas e microfildrias no sistema circulatério (MCCALL et al., 2008). Estas
alteracoes inflamatdrias podem ser detectadas por exames clinicos previamente e apds a morte
dos parasitas, seja de maneira natural ou em decorréncia de tratamento especifico para a
infeccio (SIMON et al., 2007). As primeiras manifestacdes clinicas de infec¢io por D.
immitis estdo relacionadas com a primeira fase da doencga, assim surgindo entre 3 e 6 meses
ap6s a infeccdo (GOMES, 2009).

Os helmintos adultos de D. immitis podem provocar intenso processo inflamatdrio,
cujas lesdes da superficie endotelial da artéria pulmonar, representam o inicio da patogénese
da doenca (CVBD, 2012). As lesdes iniciais incluem descamacdo do endotélio dos vasos,
além de aderéncia leucocitaria e plaquetdria. Por esta razdo, devido as alteragdes vasculares,
podem causar o aumento da producdo de células musculares lisas, o acimulo de coldgeno e o
surgimento de fibroses (HOCH; STRICKLAND, 2008).

Os vermes adultos imaturos sdo os responsaveis pelo dano vascular e possivelmente
afeccdo pulmonar, causando eosinofilia e sinais de acometimento respiratério (ATKINS,
2005). Quando se tornam adultos maduros, os parasitas frequentemente habitam a arvore
vascular pulmonar caudal, cujos agravos ocorrem por meio da liberacdo de substincias
toxicas, além da prépria reacdo imunolégica do hospedeiro a essas substancias e traumas
fisicos (HOCH; STRICKLAND, 2008).

Quando ocorre a morte das dirofilarias maduras (L5), também acontece uma
exacerbada resposta do sistema imune do hospedeiro vertebrado e por sua vez, provoca a
fibrose dos vasos sanguineos, causando trombose, inflamag¢do granulomatosa e rugosa, bem
como a inflamagdo das vilosidades (HOCH; STRICKLAND, 2008; GOMES, 2009). Em
contrapartida, acredita-se que estes parasitas possivelmente podem secretar algumas
moléculas que estimulam a producdo de interleucinas do tipo 10 (IL-10) [fator desativante de
macréofagos], contribuindo dessa forma, para a sobrevivéncia do parasita e beneficiando o
hospedeiro devido a inibi¢ao da reacdo imunomediada (TEKUZA et al., 2003).

Ap6s um periodo de aproximadamente 9 meses, em decorréncia da hipertensdo
pulmonar, o ventriculo direito pode desenvolver uma hipertrofia excéntrica, o que pode
progredir para uma insuficiéncia cardiaca congestiva, acompanhada de ascite e edema
(GOMES, 2009; FREITAS et al., 2017).

Nos casos em que a carga parasitaria atinge niveis elevados, sobretudo de LS, podem
ocorrer migragdes retrogradas da artéria pulmonar em dire¢cdo a veia cava e as camaras
cardiacas direitas. Por essa razdo, provoca o comprometimento da fung¢do da vélvula

tricispide que aliada a hipertensdo pulmonar, desencadeia uma insuficiéncia cardiaca direita e
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consequentemente o desenvolvimento de hepatomegalia, hemélise intravascular e diminui¢do
do débito cardiaco (GOMES, 2009). Em alguns animais com dirofilariose, além de
glomerulonefrites, também podem apresentar proteiniria devido a formagdo de
imunocomplexos antigeno-anticorpo (HOCH; STRICKLAND, 2008; LITSTER; ATWELL,
2008).

As migragdes erraticas de D. immitis também podem ocorrer, sendo encontrados no
cérebro, medula espinhal, regido ocular, tecido hepatico ou tecido cutineo, entretanto, sao
mais comumente encontradas em felinos (HOCK; STRICKLAND, 2008; LITSTER;
ATWELL, 2008).

Os antigenos provenientes das dirofildrias e aqueles derivados da bactéria do género
Wolbachia (agente intracelular das dirofildrias), também interagem com o organismo do
hospedeiro durante as infeccdes canina, felina e humana, determinando o desenvolvimento da
patologia e a resposta imune do hospedeiro. Devido a sua a¢ao, a bactéria Wolbachia tornou-
se o alvo dos tratamentos farmacoldgicos, com o objetivo de impedir a fecundidade e a

sobrevivéncia do helminto, além de diminuir a reagao inflamatéria (SIM()N et al., 2007).

3.3.4 Sinais Clinicos

Nas infeccdes decorrentes da dirofilariose, a gravidade das lesdes e a sintomatologia
dependem de alguns aspectos como: a carga parasitiria (nimero de parasitas adultos nas
artérias pulmonares e cimaras cardiacas), o tempo de infeccdo, a resposta imunolégica do
animal estimulada pela a¢ao dos helmintos e a atividade fisica do cdo (GUERRERO, 2005;
SIMONSEN et al., 2014).

De acordo com a sintomatologia, a dirofilariose canina pode ser classificada em: leve,
moderada, grave ou muito grave. Na primeira fase da doenca, eventualmente os caes nao
demonstram nenhuma anormalidade, em alguns casos podem ocorrer tosse ocasional, fadiga
ao exercicio e discreta perda de peso, enquanto que na segunda fase, além de apresentarem os
mesmos sinais clinicos, 0s animais possuem sinais radiograficos como aumento ventricular e
anormalidades clinicopatolégicas, como discreta anemia e proteinuria. Na fase grave, os caes
podem demonstrar perda geral da condi¢do ou caquexia, fadiga ao exercicio com atividades
leves, dispnéia, insuficiéncia cardiaca direita, até chegar a fase muito grave, onde levara ao
surgimento da sindrome da veia cava (NELSON; COUTO, 2015).

Apesar da enfermidade possuir cardter cronico, muitos animais podem permanecer

assintomadticos inicialmente, manifestando sintomas somente no estdgio avancado da doenga
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(ATKINS; SEAKS, 2011). Os sinais clinicos mais frequentes apresentados por animais
acometidos por dirofilariose destacam-se: emagrecimento, intolerancia ao exercicio, letargia,
tosse, dispnéia, sincope e aumento do volume abdominal (LARSSON, 2015), muitas vezes
devido a presenca de ascite.

Em situacdes em que ocorre uma evolu¢do do quadro clinico para uma insuficiéncia
cardiaca direita, podem surgir sinais como: ascite, edema dos membros, anorexia, seguida por
perda de peso, desidratacdo, ingurgitacdo de veias jugulares, cutaneas, episclerais ou das veias
retinianas, além de congestdo venosa visceral. J4 em relacdo as alteracdes hepdticas, a
congestdo venosa pode acarretar hepatomegalia e estar associado a ictericia, elevacdo das
enzimas hepaticas e distirbios de coagulacdo; além de ocorrer frequentemente congestao
esplénica, com esplenomegalia (VENCO, 2009; SIMON et al., 2012). Quanto aos casos de
efusdo pleural, estes sdo agravos menos ocorrentes.

Durante estdgios avancados da doenga, também é possivel identificar pela auscultagdo,
a presenca de sopro protossistélico cardiaco no lado direito do térax, que ocorre quando ha a
uma insuficiéncia da vélvula tricispide e presenga de arritmia, decorrente da fibrilagao atrial
(MCCALL et al., 2008; BOWMAN et al., 2009; VENCO, 2009). Em alguns casos, também
podem ocorrer episddios agudos resultantes de tromboembolismo pulmonar, cuja morte
espontanea dos parasitas, leva ao surgimento de um quadro clinico agudo e grave de dispnéia
e hemoptise (MCCALL et al., 2008; BOWMAN et al., 2009; VENCO, 2009). Entretanto,
apesar das alteracdoes pulmonares representarem a principal causa de tosse nos animais
infectados, menos de 17% apresentam tosse ou dispnéia (LABARTHE et al.,, 2014).Em
alguns animais ainda podem ser observados a sindrome da veia cava, cujas variagcdes
hemodindmicas, provocadas pelo deslocamento dos helmintos para as camaras cardiacas,
podem ocasionar dispneia, ortopneia, insufici€ncia respiratdria severa, hemolise intravascular
aguda e hemoglobindria, além de coagulacdo intravascular disseminada e choque
cardiogénico. Nestas situagdes, caso ndo haja a remog¢do cirdrgica destes helmintos,
consequentemente levard a morte dos animais infectados (MCCALL et al., 2008; SIMON et
al., 2012).

3.3.5 D. immitis em hospedeiros domésticos, silvestres e humanos

Dentre as espécies que abrigam a Dirofilaria immitis, os caes sdo descritos como 0s
principais hospedeiros. Entretanto, ja foi relatada a presenca do parasita em lobos, dingos,

coiotes, raposas, felinos (incluindo o gato doméstico), pinipedes, mustelideos, ursos, pandas,
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castores, quatis, coelhos, veados, cavalos, além dos primatas ndo humanos e humanos. Porém,
em grande parte destes individuos, as infec¢des sdo esporddicas e ndo apresentam
microfilaremia (MANFREDI et al., 2007).

Os humanos e os gatos sdo hospedeiros acidentais, cuja dirofilariose se comporta de
maneira diferente da infec¢do no cdo. Enquanto que o cdo representa o hospedeiro definitivo e
reservatorio natural, o gato é considerado um hospedeiro imperfeito, apresentando migracdes
erraticas que incluem cavidades corporais, artérias sist€émicas e sistema nervoso central
(VIEIRA et al., 2015).

Nos gatos os sintomas podem estar ausentes e geralmente sdo diagnosticados de forma
acidental em 28% dos casos (GENCHI et al., 2018); e outros 25% sdo considerados
naturalmente resistentes a infec¢do. Em gatos que desenvolvem a dirofilariose, diversos sinais
clinicos podem ser encontrados, os quais incluem tosse cronica e dispneia. Alguns felinos
também podem apresentar anorexia e perda de peso e em alguns casos, hd ocorréncia de sopro
sistélico, isto devido a presenca de parasitas em regido atrioventricular direita. Outros
agravos, como ascite, hidrotérax, quilotérax, pneumotdrax, ataxia e sincopes também podem
ocorrer, embora sejam incomuns (VENCO et al., 2015).

Em relacdo aos seres humanos, pressupde-se que exista mais de 200 milhdes de
pessoas no mundo infectadas com nematoides filaridides, provocando o surgimento de
enfermidades inflamatorias debilitantes, o que tornam esses parasitas os principais entraves
nos paises em desenvolvimento (ANDRE et al., 2002). Entretanto, os humanos, ndo sio
considerados hospedeiros ideais para as espécies de Dirofilaria, como observado no desvio
dos padrdes de desenvolvimento ja descritos na literatura. Porém, em casos de infec¢do
humana, os vermes imaturos de D. immitis podem atingir um ramo da artéria pulmonar,
desencadeando um processo inflamatdrio, o que causa a destruicao dos vermes e em algumas
situacoes, resulta na forma¢do de nédulos pulmonares (SIMON et al., 2005).

A grande dificuldade em torno da dirofilariose pulmonar humana esta relacionada ao
erro no diagndstico dos nddulos pulmonares, que geralmente podem ser confundidos com
lesdes malignas (SIMON et al., 2012). Quando apresentam sintomas, estes sio raros e estio
relacionados a dor retroesternal, tosse, hemoptise, febre, fadiga, sincope e emagrecimento
(KLINGE et al., 2011). Em outros casos, a infec¢do apresenta-se assintomdtica e geralmente
diagnosticada acidentalmente em exames de rotina para investigacdo de outras enfermidades
pulmonares e respiratdrias; portanto, segundo Ogawa et al. (2013), esta zoonose deve fazer

parte do diagndstico diferencial em casos de nddulos pulmonares em humanos.
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3.3.6 Epidemiologia da Dirofilariose

A Dirofilariose apresenta ampla distribuicio mundial com relatos na Africa, Asia,
Oceania, Europa e nas Américas (SILVA; LANGONI, 2009; OTRANTO et al., 2009;
BOWMAN et al., 2009). De acordo com alguns estudos, a dirofilariose canina possui maior
prevaléncia nas regides litoraneas, especialmente em razao de dispor de condi¢des ambientais
ideais para o desenvolvimento de vetores de D. immitis durante todo o ano, principalmente
nas regides tropicais e subtropicais (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2013b). No entanto, a
infeccdo causada pelo parasita possui prevaléncia varidvel entre as diversas regides do mundo
devido a fatores epidemioldgicos como: a distribuicdo das espécies de vetores, densidade
populacional de mosquito, fertilidade do mosquito, comportamento animal, temperatura
ambiente, condi¢des de vida e a média de idade do hospedeiro susceptivel (OMAR et al.,
2018).

Em estudo realizado por Anvari et al. (2020) sobre a prevaléncia da infeccdo canina
por D. immitis ao redor do mundo, baseados em artigos publicados, relatou uma prevaléncia
global de 10,91% com o intervalo de confianga de 95%, com 10,18% a 11,65% entre os anos
de 1965 a 2019. O mesmo estudo revelou por resultados de metandlises as prevaléncias de D.
immitis em cdes de acordo com os continentes (Figura 1), o que apresentou-se da seguinte
forma: Austrdlia 22,68%, Asia 12,07%, América 11,60%, Europa 10,45% e Africa 7,57%
(ANVARI et al., 2020).

Figura 1- Mapa mundial da prevaléncia de Dirofilaria immitis em cies por continente.
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Segundo Shi et al. (2017), a maior prevaléncia de cides com D. immitis foi encontrada
na Austrélia, cujos resultados podem ser atribuidos a alta prevaléncia de mosquitos do género
Culex na regido. Fatores como a umidade e o indice de sazonalidades com variacdo moderada
podem também contribuir para sobrevivéncia e desenvolvimento dos vetores da dirofilariose
no continente Australiano (DEARSLEY et al., 2019).

No continente europeu, a dirofilariose em animais e seres humanos apresenta-se de
forma endémica nos paises banhados pelo mar mediterraineo (GENCHI et al., 2009) e é
detectada com mais frequéncia na regido central e oriental do continente (SIMON et al.,
2009).

A dirofilariose também ja foi relatada nos Estados Unidos em todos os 50 estados, e
em 49 é considerada endémica (AHS, 2014; VIEIRA, 2015). A América Latina, aponta o
segundo lugar em ndmero de desastres naturais, ficando atrds apenas da Asia, o que
representa uma drea de risco para a disseminacdo de espécies de Dirofilaria. Em situacoes,
como no caso em que ocorreu nos Estados Unidos, onde cées infectados por D. immitis foram
transferidos das dreas atingidas pelo furacdo Katrina (como em Louisiana) para outros estados
da América do Norte, houve um avango na introdugao destes filarideos em dreas sem relato de
casos anteriores (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2013Db).

No Brasil, a doenga € considerada endémica, especialmente as dreas costeiras possuem
elevada prevaléncia de cdes microfilarémicos, porém também ocorre em dareas distantes do
litoral (GARCEZ et al., 20006).

A D. immitis em caes, ja foi detectada no Brasil em 15 dreas hiperendémicas estando
presente em todas as regides (LABARTHE et al., 2014), no qual a maioria dos estudos estio
concentrados nas regides sudeste, nordeste e sul do pais. Segundo Labarthe et al. (2014), no
Brasil, na década de 80, a prevaléncia do parasita foi de 8%, porém no inicio do novo milénio,
houve uma diminuicdo na prevaléncia deste parasita, isto ocorreu devido ao aumento na
difusdo de informacdes relacionadas a compreensdo da dirofilariose, além do avango na
producao de novos farmacos profilaticos.

De acordo com Ahid e Saraiva (1993), na regido Nordeste os dados sobre a
prevaléncia da dirofilariose ainda sdo restritas € a porcentagem de cdes infectados variava de
18,7% em Teresina, Piaui e a 43,7% na cidade de Sao Luis, Maranhdo, no bioma amazo6nico.
Também no Maranhao, foram encontradas prevaléncias de 15% de animais microfilarémicos
de 1495 caes, entre os anos de 1991 a 1994, sendo que o maior nimero de casos ocorreu no

bairro do Olho D‘4gua, que representou 46% do total dos casos (AHID et al., 1999).
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3.3.7 Diagnéstico

Existem diferentes abordagens para o diagndstico de infecgdes filariais caninas. Os
métodos cldssicos empregados para todas as espécies com microfildrias circulantes no sangue,
incluem a identificacdo morfolégica (esfregacos de sangue ou métodos de concentracdo,
como a técnica de Knott ou teste de filtracdo) ou utilizagdo de coloragdo histoquimica de
microfilarias (GENCHI et al., 2007; PANTCHEV et al., 2011; LATROFA et al., 2012). Para
a diferenciacdo das microfilarias de A. reconditum e D. immitis, deve ser realizado um exame
morfolégico cuidadoso (MAGNIS et al., 2013), visto que frequentemente ocorre a detec¢ao
de duas ou mais espécies filogeneticamente proximas na mesma populacdo canina.

Para a diferenciacdo das microfildrias dos parasitas através da morfologia, o principal
critério utilizado € a mensuracdo do comprimento e largura das microfildrias. Entretanto, de
acordo com (BOWMAN, 2010), a medida de comprimento é considerada mais tendenciosa e
pouco fidedigna como método diferencial. Em outro estudo, no entanto, (LOPEZ et al., 2012)
demonstraram que o método de diferenciacdo entre as microfilarias de D. immitis, D. repens e
A. reconditum através das medidas de comprimento e largura das microfildrias foi eficiente.
Além disso, ferramentas moleculares também estdo disponiveis para a realizacdo de um
diagnoéstico confidvel (LATROFA et al, 2012), especialmente para profissionais de
laboratério que nao possuem experiéncia para uma identificacdo morfolégica fidedigna das
espécies.

O diagndstico da dirofilariose baseia-se na observacdo dos sinais clinicos, além da
utilizagdo de diferentes métodos associados (SILVEIRA, 2018). Desta forma, pode ser
realizado pela visualizacdo e identificacdo das microfildrias circulantes, assim como pela
deteccdo de antigenos na circulacdo sanguinea do hospedeiro (NELSON et al., 2005), ou

através do diagndstico molecular (OGAWA et al., 2013).

3.3.7.1 Pesquisa de microfilarias

Dentre os métodos de diagndstico para a pesquisa de microfildrias de D. immitis,
podem ser empregados o método de filtragdo, o método direto (por teste da gota espessa) ou
de concentracdo por meio da técnica de Knott modificado (ALMOSNY, 2002).

Através da deteccdo de microfilarias, é possivel obter a confirmacdo de infeccdao

filarial e diferenciacdo das espécies de fildrias, a partir de estudo morfométrico.
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Dentre os animais infectados, grande parte daqueles que apresentam microfilaremia,
sdo assintomdticos e outros que apresentam sinais clinicos evidentes sdo amicrofilarémicos
(SIMONSEN et al., 2014), portanto, a recomendacio para triagem e diagndstico € que sejam
empregados pelo menos dois métodos, principalmente devido as infeccdes ocultas, que
representam até 30% dos caes, os quais nao desenvolvem microfilaremia (MCCALL et al.,
2008).

A pesquisa de microfildrias pelo teste da gota espessa € um método de diagndstico
amplamente utilizado em estudos populacionais. A técnica consiste no preparo de um
esfregaco sanguineo corado, utilizando uma amostra de sangue periférico de
aproximadamente 60uL, para observacdo de microfildrias por microscépio 6tico. Além de ser
100% especifica, possui algumas vantagens como o baixo custo e utilizagdo de poucos
materiais equipamentos laboratoriais. Entretanto, a sua principal desvantagem estd
relacionada a baixa sensibilidade da técnica 100% especifica, baixo custo e utilizacdo de
poucos equipamentos laboratoriais. Entretanto, a principal desvantagem estd relacionada a
baixa sensibilidade da técnica (WEIL; RAMZY, 2006).

A técnica de filtracdo em membrana de policarbonato representou um grande avanco
das técnicas parasitoldgicas, pois a partir dela, foi possivel a identificagao de microfilarias em
amostras de até 16 mL de sangue venoso, conferindo, portanto, maior sensibilidade ao teste.
A técnica basea-se na filtragdo de sangue venoso através de uma membrana de policarbonato,
o que possibilita com que as microfilirias se depositem na membrana, as quais sao
visualizadas pela microscopia Optica, apdés a coloracio (ROCHA, 2004). Em relacdo a
desvantagem, destaca-se para o custo mais elevado, o que torna invidvel na rotina de
investigacao laboratorial (ROCHA, 2000).

Quanto a técnica de Knott (KNOTT, 1939), por sua vez baseia-se na formolizacdo do
sangue, permitindo a destruicdo de hemaécias e possibilitando a observacdo de microfilarias
apos procedimento de centrifugacdo (AHS, 2012). Consiste na utilizagdo de amostras de
sangue venoso e frequentemente sdo utilizados 1ml de sangue, o que proporciona maior
sensibilidade em relagdo a gota espessa, isto devido ao volume de sangue utilizado,
aumentando assim, as chances de detec¢do das microfildrias. Apesar de ser antiga, a técnica
ainda permanece em uso nas diversas regioes endémicas do mundo (MELROSE, 2002) e é
considerada um método padrdo para a identificacdo das espécies de microfildrias, a qual é
utilizada para a visualizacdo da morfologia de cauda, regido cefilica e movimento de
locomoc¢do (NELSON; COUTO, 2006). De acordo com a AHS (2020), o teste de Knott

continua sendo o método de elei¢do, para a visualizagdo da morfologia e mensuracdo das
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estruturas corporais, com o intuito de distinguir D. immitis das demais espécies filariais ndo
patogénicas, como Acanthocheilonema reconditum (anteriomente conhecida como

Dipetalonema).

3.3.7.2 Pesquisa de antigenos

Os testes de circulagdo de antigenos s@o reconhecidos como os métodos de diagndstico
mais sensiveis, tornando-se de grande importancia para a triagem de cdes assintomdticos e na
investigacdo de animal suspeito de infec¢do por D. immitis (AHS, 2014).

Na rotina clinica, os testes imunoenzimaticos (ELISA) e os imunocromatograficos sao
exames mais utilizados no diagndstico de infecdes por D. immitis, se apresentando na forma
de testes rapidos comerciais (ETTINGER; FELDMAN, 2004), para detec¢do de antigenos de
fémeas adultas de D. immitis. No entanto estes testes devem ser preferencialmente realizados
em conjunto aos testes de pesquisa de microfildrias, principalmente se existirem animais
suspeitos para a doenga ou em situagdes onde nao ha o conhecimento sobre o histérico clinico
ou patologias pregressas (AHS, 2020), pois embora os testes imunolégicos tenham alta
sensibilidade, podem apresentar falsos negativos (MCCALL et al., 2008).

Um procedimento em constante utilizacdo no diagndstico da dirofilariose € a
dissociagdo de imunocomplexos, pela utilizagdo de tratamento com calor ou &4cido em
amostras de soro ou plasma de cdes e gatos antes da realizacdo de testes comerciais de
antigeno para a enfermidade (LITTLE et al., 2014; VELASQUEZ et al., 2014; GRUNTMEIR
et al.,, 2017; BEALL et al., 2017; CARMICHAEL et al., 2017; DIGANGI et al,, 2017). A
principal vantagem dessa prdtica € detectar as legitimas infeccdes por dirofilariose pela
dissociagdo de complexos antigeno-anticorpo (BEALL et al., 2017; LITTLE et al., 2018).

A dissociag¢do de imunocomplexos € capaz de identificar as verdadeiras infec¢gdes por
dirofilariose, como em casos que apresentam baixas quantidades de antigenos e infec¢do pré-
patente, além da possibilidade de aumentar o aparecimento de resultados falso-positivos
devido a infec¢des por alguns nematdides (SCHNYDER; DEPLAZES, 2012; AROCH et al,,
2015; SAVADELIS et al., 2018). Por essa razdo, as reacdes cruzadas podem ocorrer em testes
de antigenos para dirofilariose devido a coinfeccdo de parasitas como: Dirofilaria repens,
Spirocerca lupi, e Angiostrongylus vasorum (SCHNYDER; DEPLAZES, 2012; AROCH et
al., 2015; CIUCA et al., 2016; VENCO et al., 2017).

Atualmente, no Brasil existem dois testes de imunodiagndstico para pesquisas de

antigenos de D. immitis: o Snap 4DX plus (IDEXX) e Alere Dirofilariose Ag Teste kit
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(Alere). Entretanto, embora qualquer que seja o teste € importante ser utilizado de acordo com

o manual do fabricante para conferir precisdo aos resultados (VIEIRA et al., 2020).

3.3.7.3 Deteccao Molecular pela Reacao em cadeia da polimerase — PCR

Nos dltimos anos, diversos métodos moleculares foram desenvolvidos para a detec¢do
de parasitas. Por sua vez, a especificidade e sensibilidade desses métodos aumentaram
gradativamente, possibilitando o diagndstico molecular de parasitas que anteriormente
apresentavam dificil diagnéstico por técnicas convencionais. Por essa razdo, foi possivel a
instituicdo prévia de tratamentos antes mesmo de causarem maiores danos a populacdo
infectada (TAVARES et al., 2011).

Seu uso também € indicado em situagdes de agravos por microfildrias, o que podem
ocorrer em cades tratados incorretamente com medicamentos preventivos ou em casos de
coinfecgdes por mais de uma espécie de filarideo, o que dificulta a diferenciacdo das
microfilarias (CASIRAGHI et al., 2006).

A técnica compreende a amplificacio de um segmento de dcido desoxirribonucleico
(DNA) especifico do parasita, utilizando iniciadores espécie-especificos que podem ser
visualizados em gel de Agarose. Ela permite a detec¢do da D. immitis e assim, evita erros de
diagnéstico por métodos de caracterizacdo morfoldgica, além de ser importante no
diagnéstico de animais com baixas contagens do parasita (SARQUIS, 2012). Apesar de ser

uma técnica especifica, entretanto sua utilizacdo nem sempre é possivel, pois necessita de

infraestrutura laboratorial adequada, e técnicos especializados (VEZZANI et al., 2008).

3.3.7.4 Diagnéstico por imagem

Os exames complementares como radiografia e ecocardiograma, sao ferramentas sao
ferramentas uteis para confirmacdo do diagndstico, determinagdo da gravidade e progressao
da dirofilariose (AHS, 2020), através da avaliagdo do estado cardiopulmonar do paciente.

A radiografia pode ser util em casos de animais suspeitos da doenca, cujos exames
laboratoriais ndo foram capazes de detectar microfildrias (CICARINO, 2009). Esta técnica
revela-se importante para a detec¢do de doencas tromboembolicas, que sdo comuns em casos
de cdes acometidos por D. immitis, que apresentam sinais clinicos, assim como sinais

radiogrificos  sugestivos de obstru¢do na artéria  pulmonar (AHS, 2018).
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Os sinais mais comuns observados em exames radiograficos sdo: dilatacdo e
tortuosidade dos vasos, com obstru¢cdo dos ramos periféricos intralobares e interlobulares das
artérias pulmonares, especialmente nos lobos diafragmaticos (AHS, 2020). As alteragdes no
parénquima pulmonar também podem ser difusas, decorrente de infec¢do por LS e tornando-
se granulomatosas nas infeccdes cronicas. Sdo avaliados no parénquima pulmonar quanto a
presenca de infiltracdes, nddulos, linfoadenopatia e efusdo pleural, além de outras alteracdes
como a presenca de padrdo alveolar e intersticial misto (HOCH; STRICKLAND, 2008). Ja
nos piores casos da doenca, podem ocorrer eventualmente cardiomegalia, com o aumento do
lado direito do coragao.

Os sinais radiograficos em geral sdo variados e podem ser encontrados de forma
transitéria, onde nem sempre devem significar infeccdo ativa e apesar da gravidade das
alteracdes vasculares pulmonares, estas ndo possuem relacdo direta com a carga parasitdria
(HOCH; STRICKLAND, 2008).

Em relacdo ao ecocardiograma, os achados mais comuns sdo: dilatacdo ventricular
direita, além de ecodensidades paralelas lineares e hipertrofia de parede nas artérias
pulmonares, no ventriculo e atrio direito. Os achados como hipertrofia ventricular direita e
distirbios do ritmo cardiaco também sdao comumente encontrados nos cdes com infecgao
severa (TILLEY et al., 2008).

De acordo com Smith et al. (2015) certas alteracdes também podem ser vistas no
ecocardiograma de maneira a assegurar o diagndstico de dirofilariose, como: sobrecarga das
veias pulmonares, sobrecarga do ventriculo esquerdo, sobrecarga do dtrio esquerdo, dilatacdo
do ventriculo direito com hipertrofia, dilatacio do é&trio direito, achatamento de septo
interventricular, movimento assincrOnico do septo, alta velocidade de regurgitacdo da
tricispide e velocidade de regurgitacdo pulmonar aumentada. Este exame, também pode ser
util na identificacdo do parasita na artéria pulmonar e nas camaras cardiacas direitas. Além
disso, pode ser utilizado para determinacdo da carga parasitéria, insuficiéncia tricispide e a
gravidade da hipertensdo pulmonar, assim como permite o diagnostico da sindrome da veia
cava (HOCH; STRICKLAND, 2008). Associado ao ecocardiograma, o eletrocardiograma
também pode ser realizado. Ele é capaz de detectar arritmias e alteragdes de ritmo, que

ocorrem frequentemente em casos de dilatagdo cardiaca (HOCH; STRICKLAND, 2008).

3.3.8 Tratamento

No tratamento de infeccdes por dirofilariose, os animais assintomdticos ou que
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possuem sintomas brandos da doenga, geralmente ndo apresentam complicacdes, caso 0s
exercicios fisicos sejam interrompidos. J4 em situacdes de dirofilariose moderada ou grave,
ou aqueles que possuem doencas concomitantes, o tratamento torna-se desafiador (AHS,
2020).

A finalidade do tratamento para a dirofilariose é melhorar o estado clinico do paciente,
eliminar os estdgios de vida, tanto os larvais como as formas adultas, além de minimizar o
aparecimento de possiveis complicacdes (SHEARER, 2011; AHS, 2020). Portanto, antes de
iniciar o tratamento € essencial que o médico veterindrio possa classificar o quadro clinico do
animal para posteriormente decidir o tratamento adequado (MEIRELES et al., 2014).

Geralmente para o tratamento de caes infectados por D.immitis recomenda-se o uso do
di-hidrocloreto de melarsomina, um farmaco bastante eficaz contra helmintos maduros e
imaturos do parasita e recomendado para o uso em todos os cdes que possuem a infeccao e
ndo apenas nos casos mais graves (NELSON; COUTO, 2015).

A melarsomina € o Unico adulticida aprovado pela Administracdo de Alimentos e
Medicamento dos Estados Unidos (FDA), e deve ser administrado por aplicacio
intramuscular profunda na musculatura epaxial lombar, entre as vertebras lombares L3 e L5
(AHS, 2018). Como protocolo cldssico ou alternativo da melarsomina foram estabelecidas
duas doses de 2,5 mg/kg administradas por via intramuscular com intervalo de 24 horas entre
as aplicacdoes (NELSON; COUTO, 2010).

Também € indicado terapia adjuvante com utiliza¢ao de doxiciclina durante 4 semanas
antes da administracdo de melarsomina para a eliminac¢do de bactérias do género Wolbachia,
as quais sdo capazes de abrigar parasitas de D. immitis. Com isso a droga possibilita a reducao
dos agravos associados aos vermes mortos e desta forma, interrompe a transmissdo da
dirofilariose. Além destes medicamentos, um preventivo de lactona macrociclica também
deve ser administrado durante 2 meses, anterior a administragao da melarsomina, de modo a
reduzir novas infec¢des e eliminar as larvas existentes (AHS, 2020).

O tratamento da dirofilariose embora seja internacionalmente recomendado com a
utilizagdo de dicloridrato de melarsomina (Immiticide, Merial ou Diroban, Zoetis), este
mesmo medicamento j4 ndo estd mais registrado no Brasil. Deste modo, lactonas
macrociclicas sdao as unicas opg¢Oes para tratamento adulticida em cdes. Este farmaco €
utilizado como preventivo mensalmente associado a doxiciclina (NELSON et al., 2014); e

amplamente utilizado como protocolo alternativo.
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3.3.9 Profilaxia

A utilizacdo de métodos de prevencao para a dirofilariose é aconselhada em todos os
cdes que habitam em regides endémicas (NELSON; COUTO, 2015). Nestes casos, portanto, é
indicado instituir a quimioprofilaxia logo apds oito semanas de idade. Também deve ser
indispensdvel a aplicacdo destes firmacos a cada 6 meses, seja de forma oral, tdpica ou
parenteral (AHS, 2014).

Atualmente diversos farmacos estdo disponiveis comercialmente para a prevencio da
dirofilariose, como as avermectinas (ivermectina, selamectina) e as milbemicinas (oxima
milbemicina, moxidectina), cujos efeitos promovem a paralisia neuromuscular e morte de
parasitas nemadtodes e artropodes através da interacdo com canais de cloro da membrana,
atuando deste modo, contra as larvas L3 e L4, em adultos jovens e microfilarias
(SALGUEIRO, 2016).

Dentre as opg¢des de drogas quimioprofildticas para prevencdo da infeccdo canina,
incluem os tabletes e gomas com principio ativo a base de milbemicina oxima e ivermectina
nas doses de 6 a 10ug/kg mensais e medicamentos tdpicos a base de selamectina, que podem
ser utilizadas mensalmente, de forma segura e econdmica (AHS, 2007). De acordo com Smith
et al. (2015), o uso mensal destes farmacos elimina de forma gradual, durante 5 a 9 meses, as
microfildrias em cies com vermes adultos.

Além destas medidas, existem outras formas de prevengdo como por exemplo, a
protecdo dos animais quanto a exposi¢do ao mosquito vetor. Devido a isto, podem ser
utilizadas a¢des de controle ambiental as quais incluem o tratamento de fontes de dgua parada
com inseticidas reguladores de crescimento juntamente com medidas adulticidas para o

controle dos mosquitos (armadilhas de CO2 e sprays) (SALGUEIRO, 2016).
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4.1 Comité de Etica
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O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacio

Animal (CEEA) do Curso de Mestrado em Ciéncia Animal da Universidade Estadual do

Maranhao, sob nimero de protocolo 055/2017.

4.2 Area de estudo

A drea de estudo foi o municipio de Sdo Luis, situado na Mesorregido Norte

Maranhense, longitude oeste de 44°18'10” e latitude sul de 2°31'46" (Figura 2). Segundo

dados do ultimo censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), o

municipio ocupa uma area de 834,827 km?, com 1.014.837 habitantes, 958.522 vivem em

meio urbano e 56.315 moram na zona rural. A regido apresenta um clima do tipo equatorial

quente e imido, com indice pluviométrico médio de 2200 mm ao ano, umidade relativa média

de 82,8% e temperatura elevada o ano todo.

Figura 2- Mapa de localizacdo da cidade de Sdo Luis.
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Fonte: Adaptado a partir do IBGE (2010).
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4.3 Obtencao das amostras

Os animais foram selecionados por conveniéncia e as coletas foram realizadas em caes
que se apresentaram a consultas de rotina no Hospital Veterindrio Universitdrio (HVU)
—Francisco Edilberto Uchoa Lopes, em clinicas veterindrias particulares e em domicilio, na
cidade de Sao Luis, apés a explanacdo do objetivo da pesquisa ao responsavel pelo animal.
Depois da autorizacdo por meio da assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), os caes foram submetidos a contengio fisica, seguida de antissepsia local com dlcool
a 70%. Em seguida, foram coletados 3 mL de sangue, em média, por puncdo das veias
cefélica, jugular ou safena.

As amostras foram armazenadas em tubos com EDTA (etileno-diamino-tetracetato),
devidamente identificados, transportados até o laboratério, sob refrigeracao a 4°C, em caixa
isotérmica. Para a pesquisa de microfildrias, 2 ml do sangue foram utilizados e o restante foi
armazenado a -20 °C até a realizacdo da andlise molecular. Todos os animais foram
identificados de forma unica com numeracdo sequencial e seus dados registrados em ficha

propria, igualmente numerada.

4.4 Questionario

Visando obter dados referentes a aspectos epidemiolégicos, concomitante a coleta do
sangue, foi aplicado aos responsdveis pelos animais um questiondrio estruturado com
questdes objetivas e subjetivas, com perguntas referentes ao histérico do animal, e
informacdes como: raga, idade, sexo, habitos alimentares, além de manejo ambiental, medidas
profilaticas (vacinacdo, vermifugacido, uso de repelentes), presenca de sinais clinicos
associados a filarioses e o conhecimento do tutor em relac@o a dirofilariose. Os questiondrios
foram utilizados com a finalidade de avaliar os possiveis fatores de risco relacionados a
transmissdo de filarideos e os dados obtidos foram tabulados em planilhas do

Microsoft Excel, para posterior andlise dos resultados.

4.5 Analises laboratoriais

4.5.1 Técnica da gota espessa

Para o método da gota espessa, uma gota de sangue fresco de cada amostra e colocada

entre lamina e laminula para observa¢do ao microscopio 6ptico, utilizando-se objetiva de 10 e
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e 40 vezes. A técnica tem por objetivo detectar a presenca e identificar o tipo de

movimentacdo das microfilarias (KNIGHT, 1977).

4.5.2 Teste de Knott modificado

O teste de Knott modificado (NEWTON; WRIGHT, 1956), é um método de
concentragdo para deteccdo e caracterizacdo morfolégica das microfildrias. Para a realizacdo
do teste, 1 ml de sangue com anticoagulante (EDTA) foi adicionado a um tubo Falcon de 15
ml contendo 9 ml de dgua destilada. Apds esse periodo a amostra foi homogeneizada e em
seguida centrifugada por 10 minutos a 2.000 rpm e o sobrenadante desprezado. Esse
procedimento passou por 3 repeticdes e em seguida, os sedimentos foram depositados na
lamina e realizados 3 esfregacos espessos, fixados em metanol e corados com Giemsa. Para a
andlise e identificacdo da espécie das microfilarias, as laminas foram observadas em

microscopio Optico, utilizando-se objetivas de 10 e 40 vezes (NEWTON; WRIGHT, 1956).

4.5.3 Teste imunocromatografico

Os testes imunocromatograficos foram realizados através de kit rapido (Alere
Dirofilariose Ag Test Kit) (Figura 3), que detecta antigenos especificos produzidos pelo
aparelho reprodutor das fémeas de D. immitis presentes no soro, plasma ou sangue canino. No
presente estudo, foi processada 1 gota de sangue total de cada animal e os testes foram
interpretados individualmente como positivos ou negativos de acordo com o critério descrito

pelo fabricante.

Figura 3- Teste imunocromatografico Alere Dirofilariose Ag Test Kit. A presenca de duas linhas coloridas (C

e T) na janela, indica resultado positivo. A presenga somente da linha C na janela, indica resultado negativo.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.5.4 Extracao de DNA gendmico

Para a extracdo de DNA de filarideos das amostras de sangue canino, foi utilizado a
preparacdo comercial InstaGene Matrix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) de
acordo com as especificagdes do fabricante. Em seguida, foi previamente avaliado a qualidade
do DNA extraido a partir das amostras obtidas, por meio da eletroforese em gel de agarose a
1,5%, contendo o SYBR Safe (Invitrogen) e o conteido remanescente da extracdo foi

armazenado a temperatura de -20°C.

4.5.5 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A deteccdo de DNA das amostras de sangue, foi realizada por meio da técnica
molecular de PCR convencional, para a amplificacdo de fragmentos de genes 12S rDNA,
utilizando iniciadores descritos por (OTRANTO et al.,, 2011) e disponivel no GenBank
conforme apresentados a seguir:

Forward: Filal2SF: 5°~-CGGGAGTAAAGTTTTGTTTAAACCG-3’

Reverse: Filal2SR: 5’-CATTGACGGATGGTTTGTACCAC-3’

O tamanho esperado para cada fragmento da PCR foi de aproximadamente 330 pb
para as regides conservadas de Dirofilaria spp., Acantocheilonema spp. e Cercopithifilaria
spp. Como controle positivo, foi utilizado o DNA extraido de amostra de sangue de um cao
comprovadamente infectado com D. immitis e considerado positivo nos gota espessa, teste de
Knott e imunocromatografico e um controle negativo, apenas com dgua ultrapura estéril para
utilizacdo em cada reacao.

Para a reacdo de PCR foi utilizado um volume final de 25 pl contendo 14, 5 pl de
H20; 1,5 pl de MgCl2; 2,5 de solugao tampao Tris-HCl, 2,5 pl de dNTPs; 0,5 pl (1unidade)
de Taq Polimerase; 0,5 pl do oligonucleotideo Filal2S; 0,5 pl do oligonucleotideo Fila 12R e
2,5 pl de DNA genomico. As reagdes ocorreram em um termociclador no modelo LifePro
Thermal Cycler 96 Well (Bioer Technology, China) e consistiu-se em uma desnaturagdo
inicial de 95°C por 10 minutos (primeira ativacdo da polimerase e desnaturagdo), seguida de
40 ciclos de 95°C por 1 minuto (desnaturacio), 58°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1
minuto (extensdo) e uma extensdo final de 72° C por 7 minutos.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%,

em tampao de corrida TAE, acrescido de 5 pL de DNA Sybr Safe (Invitrogen), 3 pL de
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marcador Gel Loading buffer (Invitrogen) e posteriormente os produtos foram visualizados

em transiluminador ultravioleta e fotografados.

4.5.6 Sequenciamento de nucleotideos

Os produtos amplificados pela PCR foram purificados através do kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega), conforme as especificacdes do fabricante e em
seguida, as amostras positivas, foram submetidas a reacdo de sequenciamento, utilizando o
sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) por eletroforese
capilar e polimero POP7 (Applied Biosystems). As sequéncias nucleotidicas obtidas foram
comparadas com sequéncias disponiveis do banco de dados do GenBank, utilizando-se o
programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para a comprovagao da identidade

das sequéncias obtidas.

4.5.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada de acordo com a associacdo entre as varidveis
independentes e quanto a presenga ou auséncia de animais positivos para filarideos. Para isso,
os resultados foram expressos sob forma de varidvel dicotdmica, adotando valor 1 nos caes
positivos e 0 para os negativos. Na andlise univariada, as frequéncias foram obtidas de acordo
com as varidveis independentes (sexo, idade, raga, uso de doxiciclina, uso de lactona
macrociclica, conhecimento da doenga, restricio de movimento e sinais clinicos) e
comparadas utilizando-se o teste estatistico qui-quadrado, com intervalo de confianca de 95%,
rejeitando-se a hipdtese nula com nivel de significincia de 5% (p < 0,05). Foi utilizado o

programa estatistico Epi Info®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Deteccio e caracterizacao molecular das amostras de filarideos

Do total de 103 caes avaliados, oito (7,7%) animais foram positivos quanto a presenga
de filarideos, por pelo menos um dos seguintes testes:exames diretos (Gota espessa e teste de
Knott modificado), teste imunoldgico (teste imunocromatogréfico de fluxo lateral/ Alere®) e
reacdo em cadeia da polimerase (Tabela 1). Das oito amostras positivas,cincoreagiram aos
quatro testes (Gota Espessa, Knott Modificado, Alere® e PCR), totalizando 62,5% dos
positivos. Uma amostra reagiu a trés testes (12,5%) (Gota Espessa, Knott Modificado e PCR),
uma amostra foi positiva em dois testes (12,5%) (Alere® e PCR) e uma reagiu somente a um

teste (12,5%) (Alere®).

Tabela 1 — Ocorréncia de cées positivos para filarideos, atendidos no Hospital Veterindrio Universitdrio
“Edilberto Uchoa Lopes”, em clinicas veterinarias ¢ em domicilio, na cidade de Sao Luis- MA

Gota Knott Teste
Nuamero Espessa | Modificado Imunocromatografico | PCR
do cao P (Alere®)

1
80
81
82

100
101
102
103
Total

+

+

+

+
+

1
+

A técnica da gota espessa detectou a presenca de microfildrias em 6 (5,8%) amostras
sanguineas de cdes. Dois animais embora positivos em outros métodos de diagndstico, ndo
foram identificados com microfildrias no teste. A auséncia de microfilarias circulante na
corrente sanguinea pode ser justificada pela presenca de fémeas adultas de Dirofilaria immitis
e devido a auséncia de machos, por sua vez, além de destrui¢cdo das microfildrias por resposta

imune do hospedeiro (DILLON, 2007).

Animais que tem baixa microfilaremia ou que possuem infecgdes ocultas, falsos

negativos podem ocorrer. Segundo Courtney e Zeng (2001), a sensibilidade da gota espessa

Processo Associado: 23129.000644/2024-32 Péagina 59/85



43

geralmente aumenta conforme o valor de microfilaremia e que amostras com microfilaremia
acima de 50 microfildrias por mL, a gota espessa resulta em sensibilidade de 100%. Ja a
American Heartworm Society (2020), o método da gota espessa pode ser considerado
insensivel quando realizado em animais com presenga de baixos nimeros de microfildrias
(50-100 / mL) na circulacdo sanguinea.

Em relacdo aos testes de Knott modificado, o método foi capaz de detectar 6 (5,8%)
cdes microfilarémicos. Este resultado, segundo Trancoso et al. (2020) pode estar relacionado
ao maior volume de sangue utilizado para o procedimento técnico, bem como, pela
concentracdo das microfildrias em estdgios evolutivos, associadas as etapas de fixacdo e
coloragdo, o que possibilita a identificagdo do parasita.

Entretanto, Simén et al. (2012) afirmam que a detec¢do de microfildrias por si s6 ndo
possibilita um diagndstico preciso, devido a dificil diferenciac@o entre as espécies filariais, as

quais sdo identificadas por uma avaliagdo morfolégica da regido cefélica e caudal.
Figura 4- Microfildrias recuperadas de cées da regido Metropolitana de Sao Luis. A: Microfildria de Dirofilaria

immitis detectada por Teste de Knott (cauda reta). B: Microfildria de Acanthocheilonema reconditum (cauda

curvada) detectada por Teste de Knott.

B

Fonte: Arquivo pessoal.

Na totalidade dos animais investigados no teste imunocromatogrifico (Alere®
Dirofilariose Ag Test Kit), 7 (6,7%) caes exibiram resultados positivos ao teste de antigeno.
Em decorréncia do aumento da sensibilidade dos testes de antigeno em comparacdo a
deteccdo de microfildrias de forma isolada, por exame microscopico direto, a maioria das
pesquisas que utilizam ambas as abordagens relata que a detec¢do de antigenos possibilita
uma maior identificacdo das infec¢des por dirofilariose (LITTLE et al., 2018), assim como
ocorreu no presente estudo, cujo teste de antigeno detectou todos os cdes infectados com D.

Immitis.

Processo Associado: 23129.000644/2024-32 Péagina 60/85



44

Das 103 amostras analisadas pela PCR, 7 (6,7%) foram positivas, conforme

demonstrado na figura 5 e 6.

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% representando os produtos de amplificacdo via PCR da regido
12S do gene rDNA de filarideos extraidos de amostras de sangue canino. M: Marcador de peso molecular
Loading Buffer (6x); Amostras positivas (canaletas 2 e 11); Amostras negativas (canaletas 1 / 3-10/ 12-15);
Controle negativo: 16.

a9 101k 12 13 14 15 1l&

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados por PCR da regido 12S do gene
rDNA de filarideos extraidos de amostras de sangue canino. M: Marcador de peso molecular Loading Buffer
(6x); Amostras positivas (canaletas 1-5 ); Controle negativo: 6.

Através da detec¢do por PCR, 6 (5,8%) caes foram identificados com D. immitis e 1
(0,97%) cao identificado com A. reconditum. Apds andlise comparativa das sequéncias
obtidas com as cepas de D. immitis depositados no GenBank e auxilio da ferramenta BLAST,
foram apresentadas: Amostra 1 com 99,10% de identidade (acesso KF707480.1), amostra 81
com 99,09% de identidade (acesso KF707482.1), amostra 82 com 95,47% de identidade
(acesso KF707482.1), amostra 101 com 99,40% de identidade (acesso KF707482.1), amostra
102 com 96,98% de identidade (acesso KF707482.1) e amostra 103 com 97,00% de
identidade com a sequéncia de D. immitis (acesso KF707482.1), que também foi encontrada
na China e estd disponivel no GenBank. Além disso, a amostra de nimero 100 apresentou
100% de identidade com A. reconditum (acesso: JF461460), cuja sequéncia foi semelhante a

encontrada por Otranto et al. (2011), em cdes infectados na Sicilia, Italia.
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O tnico cdo positivo para A. reconditum apresentou-se negativo ao teste de
antigenos para dirofilariose, descartando também a possibilidade de coinfec¢do por D.
immitis, confirmado pela técnica de sequenciamento genético.

No Brasil, alguns estudos ja relataram a presenca de A. reconditum, como em
Maceié (Alagoas), Uberlandia (Minas Gerais), Guaratuba (Parand), Itajai (Santa Catarina),
Recife (Pernambuco), municipios da mesorregido do Maraj6, Santa Maria (Rio Grande do
Sul), além de algumas regides de Sergipe como Nossa Senhora das Dores e Nossa Senhora da
Gléria e Cabo Frio (Rio de Janeiro) (BRITO et al., 2001; GOMES, et al., 2012; LEITE et al.,
2012; LIRA et al., 2012; RAMOS et al., 2016; DE ARGOLO et al., 2018; ENGELMANN et
al., 2019; VARJAO et al,, 2019; TRANCOSO et al., 2020). No entanto, no Estado do
Maranhao, esta é a primeira descricao e caracterizacdo molecular de A. reconditum.

Todos os resultados obtidos neste estudo, pelos exames microscopicos diretos (gota
espessa e método de Knott) e pela PCR foram similares aos relatos em caes na regido de Cabo
Frio, RJ (TRANCOSO et al., 2020) e na Ilha de Marajé6 (GARCEZ et al., 2006), investigados
quanto a presencga de dirofilariose, cuja concordancia entre os resultados foram relacionados a
elevadas cargas parasitarias naquelas regioes.

Assim, as técnicas moleculares sdo formas de diagndstico mais especifico na detec¢ao
e diferenciacdo entre espécies de filarideos que possam ocorrer em uma determinada regiao.
Por essa razao, casos de detec¢do molecular também foram utilizados para deteccdo de D.

immitis e relatados no Norte da Argélia e na Costa do mediterraneo (TAHIR et al., 2017).

5.2 Caracteristicas dos caes

Dentre os cdes examinados (103), foram 62 (60,19%) fémeas e 41 (39,80%) machos,
dos quais 67 (65,04%) animais apresentavam raca definida e 36 (34,95%) sem raca definida
(SRD).

Em relacdo ao género dos cées, houve distribuicdo homogénea dos casos, onde fémeas
e machos apresentaram 3,8% de positividade para filarideos. De acordo com alguns estudos,
ndo existe nenhum influéncia quanto ao sexo no parasitismo destes filarideos (MARTIN;
COLLINS, 1985). Para Leite et al. (2007), todos os caes sejam de quaisquer tamanhos ou
racas sdo potencialmente susceptiveis a infec¢do. Entretanto, segundo Almeida et al. (2001),
as fémeas sdo relatadas como mais resistentes a infeccdo, o que € justificado pela presenca de
estrégenos, os quais podem inibir o desenvolvimento dos filarideos devido a capacidade

desses hormonios na ativagdo do sistema imunoldgico.

Processo Associado: 23129.000644/2024-32 Péagina 62/85



46

No presente estudo, 90 (87,37%) animais possuiam idade superior a 1 ano e apenas 13
(12,62%) até 1 ano. Salienta-se que todos os caes infectados estavam na faixa etdria acima de
1 ano. Este resultado corrobora com Ogawa et al. (2013) ao afirmar que a idade € um fator de
risco para ocorréncia de filarioses, uma vez que os animais idosos apresentam maior
prevaléncia em relacdo aos mais jovens e por essa razdo, quanto mais tempo de vida tem o
animal, maior tempo tem de exposicdo aos vetores em dreas endémicas e consequentemente

maior a probabilidade de ser infectado.

Das 8 amostras positivas, 4 cdes possuiam raca definida e 4 sem raca definida. Este
resultado foi semelhante com a pesquisa realizada por Vezzani et al. (2011), em que

demonstraram que nao houve diferenca significativa entre caes de raca ou sem raca definida.

5.3 Sinais Clinicos dos animais investigados

Dos animais investigados, 93 (90,29%) nao apresentaram sintomas clinicos que
poderiam ser caracteristicos de infec¢des por filarideos. Nos cdes avaliados, apenas 8 animais
(7,7%) apresentaram sinais de alteragcdes caracteristicas de infeccao por D. immitis. Os sinais
clinicos mais frequentes relacionados a dirofilariose foram: linfonodos aumentados, perda de
peso, tosse, dispnéia e letargia, entretanto, nenhum dos animais com estas sintomatologias

foram diagnosticados com a doenca.

No estudo, 2 cides (3,8%) também apresentaram manifestacdo clinica suspeita de
infec¢do pelo parasito A. reconditum, com presenca de um tnico ndédulo subcutaneo. Em um
dos cdes, o nddulo estava na regido tordcica superior, enquanto no outro individuo, foi
localizado em regido glutea. Entretanto, o diagndstico definitivo dos caes detectou que na
realidade se tratava de uma infeccdo causada pela espécie D. immitis. Este resultado corrobora
aos encontrados por Labarthe et al. (2014), cujos sinais clinicos inespecificos dos caes
microfilarémicos ndo foram capazes de levantar suspeitas quanto ao diagndstico para D.
immitis. Isto devido a dirofilariose ser assintomatica ou possuir sintomas comuns a diversas

doencas (NAGASHIMA et al., 2009).

Durante a inspecao da cavidade oral do cdo positivo para A. reconditum, foi constatada
a presenca de nddulos de coloragdo avermelhada de formato irregular e aspecto fridvel
localizados na face lateral da lingua do animal (Figura 7). A citologia dos nédulos linguais
revelou grande quantidade de hemdcias em fundo de lamina, com presenga moderada de

neutréfilos  segmentados, raros macréfagos e discreto nimero de eosindfilos.
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Também foram encontradas células epiteliais descamativas sem atipias, além de
estruturas compativeis com microfildrias (Figura 8). Na literatura disponivel até o momento, é
considerado o primeiro registro de infec¢c@o natural pelo parasita na lingua de um canino; que
apesar de ser um Orgdo anatdmico com submucosa relativamente delgada, o que
provavelmente o torna inadequado para o desenvolvimento de larvas (VELEV et al., 2019),
no entanto, foi comprovado que a lingua é um Orgdo capaz de abrigar esta espécie de
filarideo.

No exame histopatolégico, foram observados nddulos heterogéneos, com regides
enegrecidas, textura firme. Foi encontrado hiperplasia de epitélio, dreas de necrose,
degeneracdo hidrépica do epitélio e deposi¢cdo de material eosinofilico e fibrila. Também
havia reacdo inflamatéria, com presenca de macréfagos espumosos e plasmocitos,
caracterizando uma glossite cronica. Nestes casos de inflamacgdes cronicas decorrentes de
infec¢des, as papilas linguais aumentam de volume conferindo a lingua uma aparéncia
granular (GASSEN et al., 2010). Além disso, as microfildrias, também podem estar livres na
derme, em regido subcutdnea, ou em granulomas (HARGIS et al., 1999) conforme foi

observado neste estudo.

Figura 7: Granulomas na face lateral da ligua de cdo infectado com A. reconditum.

Fonte: Arquivo pessoal.

Processo Associado: 23129.000644/2024-32 Péagina 64/85



48

Figura 8: Imagem de exame citolégico de nédulos linguais com presencgas de microfildrias. Imagem de exame

histopatoldgico apresentando areas de necrose e degeneracgio hidrdpica de epitélio (glossite cronica).

Fonte: Arquivo pessoal.

5.4 Fatores ambientais

Quando comparados por hdbitos de moradia, 79 (76,6%) dos animais eram
domiciliados, representando a maioria da populacdo canina e somente 24 (23,3%) semi-
domiciliados. Destes animais, 4 circulavam livremente nas ruas e possuiam contato com
outros animais. Entretanto, foi observado que todos os cdes avaliados no presente estudo
tinham acesso as ruas, mesmo quando configurados por eventuais passeios € acompanhados
pelos respectivos proprietdrios; o que demonstra um potencial risco aos seres humanos,
principalmente devido a importincia zoonética da D. immitis e pela falta de conhecimento das
pessoas em relagdo a enfermidade e suas formas de transmissdo (SILVA et al., 2008). Deste
modo, segundo Leite et al. (2007), os fatores como densidade da populagdo canina nas 4reas
urbanas, cujos cies possuem livre acesso, bem como a falta de monitoramento por parte dos
orgdos responsdveis pelo controle das populacdes de animais errantes, podem influenciar de
forma negativa para o aumento da prevaléncia da dirofilariose.

Dentre outros fatores que podem influenciar na ocorréncia da doenca, estd a
implantacdo de novas espécies de vetores induzidas pelo ser humano, através de alteracOes
nos ecossistemas, aumento do mimero de animais abandonados, resisténcia aos inseticidas,
além de outros fatores correlacionados (FOK, 2012). Em contrapartida, a expansdo das areas
urbanas favoreceu o desenvolvimento das chamadas “ilhas de calor”, devido a construgao de
edificios e estacionamentos, permitindo a retencdo de calor durante os meses com menores

temperaturas, o que possibilitou com que esses locais se tornassem propicios ao
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desenvolvimento de microfildrias nos vetores competentes, tornando mais duradouro o tempo
de transmissao do agente etioldgico (DELLING, 2019).

Outro aspecto relatado durante a aplicacdo do questiondrio foi a identificacdo da
presenca de mosquitos nas residéncias. Durante a entrevista 68 (66%) dos tutores dos caes
confirmaram a presenca de mosquitos em regido domiciliar e peridomiciliar.

Em relacdo aos estudos sobre da entomofauna na cidade de Sdo Luis sdo dados
considerados escassos, entretanto Pereira (2016) realizou uma pesquisa no municipio de Sao
Luis, Maranhdo, no bairro do Maracana, nas delimitacdes de uma propriedade particular, onde
foram identificados 16 subgéneros e 14 géneros de mosquitos, dentre eles, Ochlerotatus
taeniorhynchus, importante vetor incriminado na transmissao de dirofilariose canina na cidade
de Sdo Luis. Neste mesmo municipio, Ahid e Oliveira (1999) também detectaram infeccao
natural por D. immitis em dois espécimes: Culex quinquefasciatus com estagios larvais
infectantes (L3) e Aedes taeniorhynchus apresentando estdgios nao infectantes (L2),
caracterizadas como a segunda e terceira espécies mais frequentemente encontradas nas
armadilhas, durante o periodo de estudo.

De acordo com Simén et al. (2014), o aumento da proliferacdo e da sazonalidade dos
vetores, assim como o aquecimento global, com aumento das temperaturas e o prolongamento
do periodo sazonal, sdo fatores que propiciam a maturag@o das larvas presentes nos mosquitos
infectados durante todo o ano e sao responsaveis pela disseminagao da infecgao filarial.

Em pesquisa realizada em 2001, Labarthe et al. (2003) demonstraram que a incidéncia
da dirofilariose no Brasil era de 2%, um resultado menor ao relatado em estudos anteriores.
Por esse motivo, houve o entendimento de que a prevaléncia da parasitose no pais estava em
declinio e por consequéncia, gerou um afrouxamento das medidas profilaticas.

Segundo Labarthe e Guerrero (2005) os programas de controle, atuantes contra
enfermidades transmitidas por insetos, como dengue e maldria, exerceram pressdo sobre a
populacdo de vetores, o que contribuiu com a diminui¢io na prevaléncia nacional da
dirofilariose canina no Brasil, de 7,9% em 1988 para 2% em 2001. No entanto, em algumas
regides, de acordo com Garcez et al. (2006), esses programas podem ter sido ineficazes. Este
fator, também sugere correlagdo aos resultados obtidos no presente estudo.

Até o ano de 2005, a prevaléncia nacional apresentou média de 10,2% de caes com
microfilarias de D. immitis € 9,1% dos animais com antigenos circulantes. As prevaléncias
médias de microfildrias nas regides Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul, também foram
relatadas, demonstrando em torno de 10,6%, 17,2%, 5,8% e 12,0%, respectivamente. Por

esses resultados, também foi possivel determinar que a infeccdo estava mais presente em

Processo Associado: 23129.000644/2024-32 Péagina 66/85



50

regides litoraneas (BARBOSA; ALVES, 2006), conforme foi encontrado neste estudo na
regido metropolitana de Sdo Luis.

J4 em relacdo a transmissdo de A. reconditum, realizada por pulgas, a forma de
dispersdo do parasita pode sofrer interferéncia devido a condi¢cdes especificas do
microambiente onde o cdo habita (KANNENBERG et al., 2019). Portanto, no presente estudo
devido aos cuidados com a limpeza do ambiente, bem como o uso de repelentes e acesso dos
animais ao atendimento veterindrio, possibilitou um controle maior de vetores por parte dos

tutores dos cdes e consequentemente, evitando assim a transmissao de A. reconditum.

5.5 Conhecimento sobre dirofilariose e uso de praticas profilaticas

Durante o inquérito, a maioria dos tutores entrevistados 76 (73,7%) também relatou
que “nunca ouviu falar sobre o verme do coragdo” (D. immitis), assim como nao sabiam sobre
a dirofilariose e as suas formas de prevencdo. A partir do questiondrio, foi possivel observar
que esses dados retratam a auséncia de conhecimento dos tutores em relacdo ao agente
etiol6gico da dirofilariose, a propria zoonose e suas formas de transmissao.

Quanto aos conhecimentos e praticas de rotina dos tutores de animais acerca da
dirofilariose canina, dentre os entrevistados, 85 (82,5%) disseram que seus caes utilizam anti-
helminticos, porém somente 37 (35,9%) dos tutores, afirmaram que fazem controle de
verminoses a cada 4 meses e poucos afirmaram o uso de repelentes.

Em estudo realizado McCall et al. (2015), durante o periodo de um més, caes positivos
para dirofilariose, foram divididos em grupo tratado com repelente inseticida e outro nio
tratado, ambos submetidos a exposi¢do semanal a mosquitos. Apds o periodo de estudo, o
inseticida demonstrou eficacia superior a 95% na prevencgdo da dirofilariose € no caso dos
mosquitos expostos aos cdes tratados com repelentes inseticidas, aqueles que sobreviveram
durante um determinado tempo, chegaram a morrer antes de desenvolverem estagios larvais
infectantes (L3).

Em outra fase do estudo, McCall et al. (2015) demonstraram a auséncia de nematédeo
adulto nos animais submetidos a utilizacdo de repelente inseticida e lactona macrociclica
simultaneamente. A partir desses resultados, foi possivel concluir que o uso de repelente
inseticida, combinado a administracdo de lactonas macrociclicas, possui maior eficicia do que
apenas a utilizacdo isolada dos produtos. Isso demonstra a importancia do uso frequente e
concomitante de medidas de prevengdo evitando a transmissdo da infec¢do, o que ndo foi

relatado pelos tutores dos cdes, no presente estudo. Em questiondrio, os tutores relataram que
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em 84 (81,5%) caes ndo foram utilizados frequentemente as lactonas macrociclicas, dando
preferéncia a outros endectocidas e apenas em 14 (13,5%) animais esses fairmacos foram

administrados associados aos métodos repelentes.

Apoés andlise estatitica, nenhuma das varidveis analisadas apresentou significancia
estatistica; apesar de serem frequentemente descritas pela literatura como fatores de risco para
a ocorréncia de filarioses (ALMEIDA et al., 2001; GARCEZ et al., 2006) [Tabela 2]. No
entanto, propde-se aqui o aumento do nimero amostral para auxiliar no entendimento dessas

filarioses em futuros trabalhos.

Tabela 2- Andlise univariada (teste Qui-quadrado) das associacdes entre varidveis independentes e presenca ou
auséncia de animais positivos para filarideos, independente do teste em caes residentes no municipio de Sdo
Luis, Maranhao.

Positivo/ Negativo/

Variavel Categoria % % P valor
exposto exposto
Fémea 4/62 6,45% 58/62 93,55%
Sexo 0,28
Macho 4/41 9,76% 37/41 90,24%
Sem racga definida 4/36 11,11% 32/36 88,89%
Raca 0,19
Com raca definida 4/67 5,97% 63/67 94,03%
Até 1 ano 0/13 0,00% 13/13 100,00%
Idade 0,16
Acima de lano 8/90 8,89% 82/90 91,11%
Restricio de Sai arua 3/24 12,50% 21/24 87,50% 0.17
movimento Nio sai a rua 5/79 6,33% 74/79 93,67% '
Sim 6/68 8,82% 62/68 91,18%
Mosquito 0,31
Nio 2/35 5,71% 33/35 94,29%
Limpeza do Sim 6/88 6,82% 82/88 93,18% 0.20
ambiente Niao 2/15 13,33% 13/15 86,67% ’
Sim 1/35 2,86% 34/35 97,14%
Repelente 0,10
Niao 7/68 10,29% 61/68 89,71%
Sim 0/19 0,00% 19/19 100,00%
Uso de Lactona 0,09
Niao 8/84 9,52% 76/84 90,48%
Sim 0/18 0,00% 18/18 100,00%
Uso de Doxiciclina 0,10
Niao 8/85 9,41% 77/85 90,59%
Conhecimento da  Sim 2/27 7,41% 25727 92,59% 0.48
doenga Nio 6/76 7.89% 70/76 92,11% '
Sim 2/10 20,00% 8/10 80,00%
Sinais clinicos 0,10
Niao 6/93 6,45% 87/93 93,55%
Negativo
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Portanto, a deteccdo de A. reconditum e D. immitis em cdes constituem um achado
importante, uma vez que estes filarideos sdao responsaveis pelo surgimento de patologias com
consequéncias leves a graves. Além disso, tem o intuito de chamar atencdo aos médicos
veterindrios sobre a busca ativa de casos suspeitos de dirofilariose, a fim de facilitar o

diagndstico e tratamento dos casos confirmados na regido estudada.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados observados neste trabalho, foi possivel determinar por meio das
técnicas de exame direto, teste de antigeno, técnica molecular de PCR e sequenciamento
genético, a circulacdo dos filarideos Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum em
cdes na cidade de Sdo Luis- MA. Portanto, ressalta-se a relevancia deste estudo, uma vez que
servird como alerta aos médicos veterinarios sobre as melhores formas de diagndstico, ao
considerar que todos os cdes positivos foram assintomdticos quanto a presenca de filarioses.
Além disso, o estudo serve de alerta ao chamar atencdo aos fatores de risco, tanto aos tutores
de cdes, como a populacdo em geral, sobre os cuidados e formas de prevencdo, servindo
também como material de grande importancia para a defini¢do de politicas publicas em areas

endémicas.
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