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Resumo

Dentre os diversos nematddeos filarideos que parasitam cées, alguns podem ser apatogénicos como
Acanthocheilonema reconditum, e outros como Dirofilaria immitis podem levar esses animais a 6bito,
além de terem potencial zoondtico. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi realizar um
levantamento da ocorréncia de filarideos em cées residentes em domicilio fixo e cées errantes que
estavam temporariamente em um abrigo animal de Joinville-SC. Entre 2015 e 2017, amostras de
sangue de 429 animais foram submetidas a busca de microfilarias ou antigenos de D. immitis,
utilizando-se o Método de Knott modificado e o kit comercial de diagndstico clinico. Vinte e quatro
amostras (5,6%) apresentaram microfilarias de A. reconditum e trés (0,7%) foram positivas para D.
immitis, totalizando 27 (6,3%) cées positivos para a presenca de filarideos parasitos. A. reconditum
teve maior ocorréncia em cdes provenientes de abrigos, ja 0s trés cdes positivos para D. immitis eram
domiciliados e nédo apresentavam suspeita clinica de dirofilariose. A presencga desses parasitos em
cdes da regido denota a importancia do diagndéstico diferencial das espécies de microfilarias para o
encaminhamento clinico adequado dos cées parasitados. As informacdes epidemioldgicas obtidas
podem orientar a comunidade médica e veterinaria em relagdo a atencao para as suspeitas clinicas de
dirofilariose canina e humana, assim como na orientagdo das medidas de prevencéo visando a saude
publica e animal.

Palavras-chave: Acanthocheilonema reconditum. Dirofilaria immitis. Microfilarias.Zoonose.

Abstract

Parasites from the Filariidae family are among the nematodes that can infest dogs. Some maybe
apathogenic as Acanthocheilonema reconditum, and others such as Dirofilaria are potentially
zoonotic and may lead to dog death. Thus, the aim of this work was to perform a survey on filarid
infection in dogs with fixed domicile domiciled and errant dogs temporarily sheltered dogs in the
city of Joinville-SC. Blood samples from 429 animals were collected from 2015 to 2017 and they
were submitted to screening for microfilariae and/or D. immitis antigens. Our results revealed
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displayed twenty-four samples (5.6%) of A. reconditum microfilariae and three samples (0.7%) of D.
immitis, totaling 27 (6.3%) animals with positive animals confirmed the presence of filarid parasites.
Additionally, A. reconditum was more prevalent in dogs from shelters, whereas the three D. immitis
positive samples were from domiciled dogs and they displayed no clinical signs of the presence of
parasites. The occurrence of these parasites in dogs from in Joinville indicates the importance of
differential diagnosis of microfilaria species for correct clinical management of infected dogs. Our
epidemiological information may help the medical and veterinary community of the region regarding
clinical suspicion of canine and human dirofilariasis, as well as guide preventive actions targeting
public and animal health professionals.

Keywords: Acanthocheilonema reconditum. Dirofilaria immitis. Microfilariae. Zoonosis.
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Introducéo

Filarideos (superfamilia Filarioidea) sdo parasitos nematddeos que se localizam em diferentes 6rgéos
do hospedeiro definitivo e apresentam ciclo bioldgico caracterizado pela liberacdo de microfilarias
na circulacdo, as quais sao ingeridas e transmitidas pelo hospedeiro intermediario hemat6fago.

No Brasil, diversos géneros de filarideos foram relatados em mamiferos domésticos e selvagens.
Moraes et al.) encontraram Acanthocheilonema reconditum, Brugia sp., Dirofilaria immitis,
Dirofilaria (Nochtiella)repens e Mansonella sp. em quatis (Nasua nasua) em area de preservacdo da
floresta Atlantica em Foz do Iguagu — Parana.

Na espécie canina, sempre houve grande interesse na identificacdo de filarideos parasitos, seja pela
relevancia clinica ou pelo possivel potencial zoonotico. Foram relatadas varias filarias de caes
domésticos em diversas partes do mundo como Brugia pahangi®®, Dirofilaria (Nochtiella) repens®,
Dipetalonema dracunculoides®, Brugia malayi®, Cercopithifilaria baine®. Essa dltima foi
recentemente relatada em cio na regio nordeste do Brasil®.

Assim como em outras as regides do mundo, Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum
s&o os filarideos mais prevalentes no Brasil "9, Filarias de Acanthocheilonema sp. sdo transmitidas
biologicamente por pulgas (Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis, Pulex irritans, P. simulans,
Echidnophaga gallinae) ou piolhos hematdfagos (Heterodoxus spiniger, Linognathus setosus)
durante o repasto sanguineo™?. S&o consideradas pouco patogénicas, provavelmente por parasitarem
preferencialmente o tecido subcutaneo™?. Ja D. immitis é transmitida por uma variedade de mosquitos
como Aedes vexans (Meigen), Anopheles quadrimaculatus (Say), Anopheles punctipennis (Say),
Culex pipiens quinquefasciatus (Say), Culex erraticus (Dyer e Knab), Culiseta inornata (Williston),
Psorophora columbiae (Dyer e Knab), Psorophora fierox (Humboldt) e Psorophora howardii
(Coquillett)*®. D. immitis parasita preferencialmente canideos domésticos e selvagens. Na fase
adulta, instala-se na artéria pulmonar e no ventriculo direito podendo causar sinais de apatia,
intolerancia ao exercicio, disturbios circulatérios como sindrome da veia cava ou morte.

No Brasil, observa-se ampla variagio da prevaléncia de dirofilariose entre as diferentes regides?,
Segundo Labarthe e Guerrero®¥, devido aos ciclos reprodutivos dos mosquitos vetores, regides
litordneas possuem maior ocorréncia de dirofilariose. A cidade de Joinville, localizada na regido norte
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de Santa Catarina, Brasil, banhada pela Baia da Babitonga e contando com 36 km2 de area de
manguezais, possui caracteristicas climaticas propicias para a propagacao dos vetores®), Apresenta
precipitacdo mensal média de 183,6 mm®® e valores médios anuais de temperatura e umidade de
22,4°C e 80,76%, respectivamente™?),

Apesar de Bublitz et al.*®) terem relatado oito casos de dirofilariose humana em Joinville, ndo ha
estudos que indiquem a prevaléncia de caes parasitados por filarias na cidade. Logo, o objetivo deste
trabalho foi realizar um levantamento da ocorréncia de filarideos parasitos de cdes domiciliados e
caes provenientes de abrigos animais, residentes no municipio de Joinville-SC.

Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido no municipio de Joinville, localizado no litoral norte do estado de Santa
Catarina (26° 18' 14" S 48° 50" 45" 0), regi&o Sul do Brasil. Possui extensdo total de 1.124,10 km?,
sendo 913,7 km? de area rural e 210,4 km? de area urbana®, limitrofe a Serra do Mar e & Baia da
Babitonga (Figura 1). A altitude varia de zero a 1325 metros e, segundo a classificacdo de Képpen e
Geiger, o clima da regio é do tipo Cfa, descrito como imido a supertimido, dependente da Massa
Polar Atlantica (inverno e outono) e da Massa Tropical Atlantica (verdo e primavera) para as
mudancas de estacdo e temperatura. Nao ha estacdo seca e as temperaturas variam de 31°C (méaximas
médias) em janeiro a 13°C (minimas médias) em julho, com umidade relativa média anual do ar de
76,04%.
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Figura 1. Mapa de localizagcdo do municipio de Joinville — SC.

Os estudos foram conduzidos em trés etapas durante os anos de 2015 a 2017, totalizando 429 caes
com mais de seis meses de idade, domiciliados (considerando animais residentes em domicilios fixos
com tutor responsavel) ou provenientes de resgate das ruas e temporariamente recolhidos em um
abrigo animal, residentes em Joinville. Nenhum dos cées participantes do estudo apresentava suspeita
clinica de dirofilariose.
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A primeira etapa do estudo foi realizada no periodo de maio a setembro de 2015, com 196 amostras
de sangue provenientes de cdes domiciliados. As amostras foram coletadas de cdes atendidos em
clinicas veterinarias da cidade, os quais tiveram exames laboratoriais requeridos por médicos
veterinarios clinicos por motivos diversos e encaminhadas para laboratério clinico prestador de
servigos. Quando havia material excedente, ap0s a realizacdo dos exames solicitados pelo clinico,
essas eram encaminhadas para o laboratorio de pesquisa e utilizadas em nosso estudo.

A segunda etapa compreendeu o periodo de outubro de 2015 a outubro de 2016, com 95 amostras de
sangue de cées recolhidos pelo Abrigo Animal da cidade de Joinville, identificadas pelo sexo e
namero da baia do animal.

A terceira etapa, efetuada entre 0s meses maio a dezembro de 2017, utilizou 138 amostras de sangue
provenientes de cédes domiciliados da cidade de Joinville, levados por seus tutores a consultas
veterinarias por diversos motivos. Foram coletadas informacGes sobre sexo e possivel presenca de
sinais clinicos indicativos de dirofilariose, como anorexia, emagrecimento, apatia, tosse e intolerancia
ao exercicio. Participaram do estudo cdes que ndo receberam drogas preventivas para dirofilariose
num periodo inferior a 30 dias ou moxidectina microencapsulada (ProHeart® SR-12) no periodo de
um ano anteriormente a coleta da amostra. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética
do Instituto Federal Catarinense, Campus Araquari, sob o nimero 0177/2016.

As amostras foram armazenadas sob refrigeracdo em tubos contendo EDTA e encaminhadas ao
Laboratério de Ensino e Diagnostico Veterinario — Parasitologia, do Instituto Federal Catarinense,
Campus Araquari para processamento. O sangue total foi submetido & técnica de Knott modificado®?
e o plasma obtido por meio de centrifugacdo foi congelado a -18°C. As vinte e quatro amostras
microfilarémicas, encontradas durante todo o experimento, tiveram larvas mensuradas em
microscopio Olympus utilizando-se o programa Software Cellsens Standard®. Todas as amostras da
segunda e terceira etapas, assim como aquelas que apresentaram microfilarias no primeiro
experimento, foram submetidas ao kit de diagndstico clinico SNAP 4Dx® Plus, IDEXX.
Adicionalmente, as amostras da primeira e segunda etapas também foram avaliadas no Método da
Gota Espessa®?.

As frequéncias de infeccdo de D. immitis e A. reconditum conforme sexo e origem dos cées
(domiciliados e provenientes de abrigos) foram comparadas utilizando-se o teste estatistico qui-
guadrado, rejeitando-se a hipdtese nula ao nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o programa
PAST versdo 3.16(). Para a comparagéo de sensibilidade dos métodos de deteccdo de microfilarias,
foi utilizado o teste qui-quadrado com correcdo da continuidade (Teste de McNemar).

Resultados e discussao

Considerando a populagéo canina utilizada neste estudo (n=429), 6,3% apresentaram parasitismo por
filarideos, sendo 5,6% para A. reconditum e 0,7% para D. immitis. Em estudos de prevaléncia
realizados em cidades litoraneas localizadas a partir de 74 km ao norte de Joinville, Leite et al.?%
verificaram no municipio de Guaratuba-PR e Reifur et al.® no litoral paranaense, 0,94% e 5,47% de
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caes positivos para D. immitis, respectivamente, e 22,6% positivos para A. reconditum. Da mesma
forma, em cidades litoraneas localizadas a partir de 80 km ao sul de Joinville, Lira et al.?® verificaram
4,8% de cdes parasitados por A. reconditum e nenhum por D. immitis em Itajai-SC enquanto que
Araujo et al.®® encontraram 15% de c&es positivos para D. immitis e nenhum para A. reconditum em
Florianopolis-SC. As variagdes de ocorréncias de filarideos em diferentes areas geograficas estdo
correlacionadas a disponibilidade dos hospedeiros definitivos, da possibilidade de serem parasitados
pelos hospedeiros intermediarios e as condi¢des ambientais de multiplicacdo das populagdes desses
artropodes hematdgafos.

A cidade de Joinville possui condi¢fes ambientais propicias para a manutencao da multiplicacdo de
mosquitos transmissores. Segundo Silva e Langoni®”, areas onde as condicBes sdo favoraveis a
presenca de mosquitos infectados durante o ano todo, a frequéncia de repasto na populacéo canina
acaba sendo constante, podendo aumentar a taxa de transmissao do agente. Além disso, 0 municipio
conta com uma Area de Preservacdo Ambiental Dona Francisca onde foram registradas 112 espécies
de mamiferos silvestres incluindo procionideos e canideos que sdo potenciais hospedeiros de D.
immitis®®). Com relagéo & transmiss&o de D. reconditum, realizada por pulgas, a disperséo do parasito
pode sofrer interferéncia por condicGes especificas do microambiente onde o cdo permanece. Em
nosso estudo, os cdes provenientes de abrigos apresentaram maior prevaléncia (p=1,99x10%; y2=
31,50) de A. reconditum em relacéo aos cdes domiciliados (Tabela 1).

Tabela 1. Caes parasitados por filarideos* em Joinville-SC, conforme origem ¢ sexo

Domiciliados Provenientes de abrigos
Machos Fémeas Total Machos Fémeas Total
(n=110) (n=207) (n=317) (n=66) (n=46) (n=112)
A. reconditum 5(4.5%) 1(0,5%) 6(1,9%) | 13(19,7%) 5(10,9%) 18(16.1%)
D. immitis 2(1.8%) 1(0,5%) 3(0.9%) 0 0 0
Fonte: Os autores.*Método Knott modificado e Kit diagndstico SNAP 4Dx® Plus
Diferenca significativa para 4. reconditum em cdes domiciliados machos e fémeas (p=1,99x10%; 2= 31,50) e

Filarideo

entre ocorréncia de 4. reconditum em cdes domiciliados e provenientes de abrigo (p=0,01; %2=6,38)

O confinamento dos animais em grandes grupos e as dificuldades para o controle de pulgas em
ambientes de abrigos pode ter colaborado para a transmissao de A. reconditum. Com relacao ao sexo,
em cdes domiciliados, houve maior prevaléncia de A. reconditum em machos (p=0,01; %%=6,38),
porém em cées de abrigo ndo foi observada diferenca significativa entre sexos (p=0,21; ¥?=1,56).
Brito et al.®®, no Brasil, e Brianti et al.*Y, na Italia, também n&o observaram diferencas significativas
na ocorréncia desse parasito entre machos e fémeas. Entretanto, Hashem e Badawy®” encontraram
maior prevaléncia em machos. Esses autores relacionaram a suscetibilidade desses caes para infeccao
a eventuais efeitos hormonais.

Em nosso estudo, os cdes de abrigo podem ndo ter apresentado diferenca de prevaléncia conforme o
sexo porque 68 animais eram castrados (70%), impedindo, dessa forma, a manifestacdo hormonal de
suscetibilidade. Dois dos cdes com A. reconditum apresentaram sinais clinicos relatados pelos
veterinarios como dor articular, letargia, inapeténcia, anorexia, emagrecimento e tosse. Embora
Hashem e Badawy®® afirmem que anemia hemolitica com dist(rbios na funcio hepética e renal s&o
0s principais resultados da infecgdo por A. reconditum, ndo é possivel afirmar que as alteracfes
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encontradas neste estudo tenham relagfes com o parasito, ja que 0s animais poderiam possuir outras
doencgas concomitantes com o parasitismo.

Microfilarias foram encontradas em ambos os métodos parasitologicos utilizados, porém o Método
Knott modificado (Newton e Wright, 1956) se mostrou mais sensivel (p=0,003; y2=9,09) (Tabela 2)
que o Método da Gota Espessa, além de possibilitar a avaliagdo morfoldgica das microfilarias,
propiciando a diferenciacdo da espécie. Segundo Dillon et al.GY, é necessario que o animal possua
pelo menos 20 a 50 microfilarias/ml de sangue para que sejam detectadas pelo Método da Gota
Espessa.

Tabela 2. Comparagdo de resultados obtidos por diferentes métodos para diagnostico de
filarideos parasitos de caes de Joinville — SC

Filarideo GE* Knott modificado SNAP 4Dx? Plus
(n=291) (n=429) (n=242)
A. reconditum 8(2.7%) 24(5.59%) 0
D. immitis ndo avaliado 2(0,5%) 3(1,2%)

Fonte: Os autores. *GE = Método da Gota Espessa. As amostras positivas para D. immitis nio foram
avaliadas na técnica da GE.

O teste de diagnostico rapido SNAP 4Dx® Plus detecta antigenos circulantes de D. immitis e
apresenta em média 97,5% de sensibilidade e 94% de especificidade®®?. Em nosso estudo, os trés cies
soropositivos para D. immitis apresentaram antigenos detectaveis por meio desse metodo diagndstico,
porém em uma dessas amostras, ndo foram encontradas microfilarias. A dirofilariose oculta pode
ocorrer devido a presenca de parasitos de apenas um sexo, baixa taxa de infeccdo®®, animais tratados
com farmacos microfilaricidas e em cdes que desenvolveram resposta imune eficiente as
microfilarias®. Sabe-se também que a antigenemia, causada pelas fémeas adultas, geralmente
precede o aparecimento de microfilarias no sangue®®. Inicialmente, os trés cées infectados detectados
nesse estudo foram avaliados por médicos veterinarios clinicos e ndo tinham suspeita clinica de
dirofilariose, apesar de um deles apresentar tosse e outro apresentar apatia, sinais que poderiam ser
compativeis com o parasitismo.

Com o intuito de auxiliar o diagndstico dos casos, foi solicitado hemograma e, no momento da
realizacdo da extensdo sanguinea, foram encontradas microfilarias. Em seguida, essas amostras foram
processadas pela equipe desse experimento, quando se confirmou a presenga de microfilarias
compativeis com D. immitis e positividade no teste antigénico. O terceiro cdo tinha suspeita de
erliquiose e apresentou-se portador de anticorpos contra Ehrlichia canis ou Ehrlichia ewingii e D.
immitis quando o sangue foi submetido ao SNAP 4Dx® Plus. Posteriormente, essa amostra foi
processada por nossa equipe confirmando-se a presenca de antigenos de D. immitis e a auséncia de
microfilarias na circulacdo. A auséncia de sinais clinicos pode ser frequentemente observada em cées
parasitados. Larsson et al.®¥, por sua vez, verificaram que 42,86% dos cées infectados por D. immitis
ndo apresentavam alteracdes na avaliacdo clinica. Da mesma forma, Meriem-Hind e Mohamed®®
encontraram 75,56% de cées portadores assintomaticos. A auséncia dos sinais esta relacionada ao
numero de parasitos presentes, a resposta imune individual e ao nivel de exercicios ao qual o cdo é
submetido®®.

Com relagdo a morfologia das microfilarias encontradas, verificou-se que as amostras positivas para
A. reconditum possuiam larvas de aspecto tipico®, com anterior arredondado e presenga de “dente”,
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e algumas delas com cauda em gancho (Figura 2; Tabela 3). Por outro lado, as microfilarias de D.
immitis eram maiores, possuiam porg¢do anterior cnica e caudas retas (Figura 3; Tabela 3).

Fonte: Os autores.

Figura 2. Detalhes morfologicos de microfilarias de Acanthocheilonema reconditum,
ampliag@o da cauda em gancho e presenga de “dente™ na regiao anterior.

Fonte: Os autores.

Figura 3. Detalhes morfologicos de microfilarias de Dirofilaria immitis, mensuragdo de
comprimento e largura e ampliacéo da regido posterior.
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Todas as amostras positivas para microfilarias de A. reconditum apresentaram resultado negativo para
a presenca de antigenos de D. immitis. O comprimento médio das microfilarias de A. reconditum
(269,54 um) (Tabela 3) foi semelhante aos encontrados em cdes do nordeste do Brasil (272,3 + 4,3
um) e da Italia (273,1+9,4 pm)®,

Tabela 3. Medidas de microfilarias (um) de Acanthocheilonema reconditum e Dirofilaria
immitis em cées de Joinville- SC

o, Comprimento Largura
Elaxides Média Minimo Maximo | Média Minimo  Maximo
A. reconditum (n=96) 269.54 233,24 296.,0 4,79 3.86 5.89
D. immitis (n=65) 321,55  305.61 352.47 7.21 5,61 9.45

Fonte: Os autores. Nota: referente a 22 e 2 amostras positivas para 4. reconditum e D. immitis,
respectivamente.

Entretanto, ao considerar as medidas minimas e maximas, verificamos 19,8% de microfilérias de A.
reconditum fora das dimens@es limite de 250-288 um de comprimento, como limites sugeridos por
Zajac e Conboy®". As microfilarias de D. immitis apresentaram em média 321,55 pum de
comprimento, medidas semelhantes as encontradas por Reifur et al.®) (323,49 + 12,73 um) que
estudou cées localizados em litoral vizinho aqueles de nosso experimento. Medidas menores, porém,
foram encontradas por Ramos et al.() no estado de Pernambuco (301,2 + 7,6 um). Das 65
microfilarias de D. immitis mensuradas a partir dos dois cdes microfilarémicos, 19 (29,23%)
apresentaram comprimento acima do limite sugerido por Zajac e Conboy®®. Reifur et al.®
encontraram exemplares de microfilarias com morfologia distinta, ndo identificada pelos autores.
Esses dados indicam que ha variacfes métricas e morfoldgicas entre microfilarias encontradas em
caes que devem ser melhor estudadas.

Conclusoes

Este trabalho é o primeiro relato da presenca de D. immitis em Joinville-SC. A presenca de A.
reconditum e D. immitis em c&es nativos indica que existem as condi¢fes epidemiologicas (ambiente
— hospedeiro — agente etiologico) para a transmissdo e manutencdo dessas filarias na regido.
Considerando que A. reconditum é tido como um parasito apatogénico enquanto que a dirofilariose
pode ser uma doenca grave, ressalta-se a importancia da diferenciacdo morfoldgica das microfilarias
encontradas na circulacdo de cées da regido. As informacdes epidemioldgicas obtidas podem orientar
a comunidade médica e veterinaria em relacdo a atencdo para as suspeitas clinicas de dirofilariose
canina e humana, assim como na orientagdo das medidas de prevencao visando a salde publica e
animal em habitantes da regido.
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