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APRESENTACAO

Este Guia Metodoldgico foi elaborado a fim de esclarecer sobre a
dirofilariose canina na regidao da Baixada Fluminense, apds médicos veterinarios de
diversas clinicas, consultorios e hospitais veterinarios relatarem sobre a ocorréncia de
microfilarias nos exames hematoldgicos dos animais que atendem, muitas vezes sem
sintomas aparentes da infeccao. Mediante a estas observagdes e relatos, realizamos
um estudo para avaliar a ocorréncia e identificacdo das espécies de filarideos que
circulam na regido. O estudo fez parte da pesquisa de Mestrado do Programa de Pds
Graduacdo em Medicina Tropical, Fundagdo Oswaldo Cruz/ IOC/FIOCRUZ, entre 2017
e 2018, com aprovacdo dos comités de ética: CEUA (Licenca: 003/2018) e CEP (CAAE:
82490118.1.0000.5248), com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de Financiamento 001 e POM do
LITEB/IOC/Fiocruz.

Nossos resultados comprovaram que nos municipios de Duque de
Caxias, Guapimirim, Magé, Sao Joao de Meriti e Nova Iguacu a frequéncia analisada
mostrou fatores de vulnerabilidade relacionados a manutencao e transmissao da
doenca. Assim, atencdao as orientacdes de praticas preventivas para controlar a
circulacdo do parasito se fazem necessarias.

Atualmente, as politicas publicas no Brasil contemplam apenas
programas de eliminacao das filarioses linfaticas. Para as filarioses caninas ndo ha
intervencao, contudo é dever do médico veterinario orientar quanto a transmissao e
prevencao desta zoonose. Globalmente a prevaléncia difere entre os diferentes paises
e paisagens, com relatos de infec¢ao em humanos.

Este Guia tem como objetivo atualizar o conhecimento dos profissionais
veterindrios (clinicos e patologistas) acerca da doenca, diagndstico e modos de
controle e profilaxia e informar aos cidadaos sobre a existéncia da parasitose na
regido, visando estimular a vigilancia popular em saude e ciéncia cidada e promocao
do saneamento ambiental, assegurando a dinamizagao de praticas integradas para o
bem estar animal e humano.

Desta forma, esperamos auxiliar aos médicos veterinarios na sua rotina
clinica e laboratorial para o enfrentamento da dirofilariose canina e humana na
Baixada Fluminense, RJ.

Boa leitura!!




Dirofilariose canina: uma zoonose reemergente e negligenciada

A dirofilariose canina é uma doenca cujo agente bioldgico € um nematdide
do género Dirofilaria. O género inclui duas espécies de importancia médico veterinaria:
Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) Raillet e Henry, 1911, e Dirofilaria repens (Raillet e Henry,
1911). D. repens é uma espécie pouco registrada no Pais e merece atencdo uma vez que
a doenga humana a ela associada seja grave. D. immitis acomete com maior frequéncia
os caes (Canis lupus familiaris Linnaeus 1758) embora possa infectar outras espécies de
canideos e felideos (Felis catus Linnaeus 1758), além de varias espécies de animais
silvestres.

D. immitis é vulgarmente conhecida como o “verme do coragGo”
(Heartworm) por alojar-se nas artérias pulmonares e cdmaras cardiacas direitas dos caes,
podendo causar sério comprometimento cardiorrespiratério, levando- o a dbito.

Este agravo é considerado uma zoonose pela Organizagcdo Mundial da
Saude (OMS) desde 197923, sendo umas das filarioses que acometem os humanos
acidentalmente. A expansdao global da area endémica nos ultimos anos tem sido
constatada através do aumento da distribuicao geografica da parasitose, caracterizando-
a como reemergente*>. Esta doencga ainda, é negligenciada pelas politicas publicas dos
paises nos quais ha elevada prevaléncia. Regides litoraneas tropicais e subtropicais sao
consideradas enzodticas para ocorréncia de D. immitis devido ao clima caracterizado por
elevadas temperaturas e umidade, pois estdao relacionadas ao criadouro de culicideos
vetores®

A transmissdao para o cao (hospedeiro definitivo — HD) ocorre pela picada
de um mosquito culicideo (hospedeiro intermediario — Hl) e os trés principais géneros
sdo: Ochlerotatus (Oc.), Culex (Cx.) e Anopheles (An.)”#°. Um estudo realizado na regido
da Baixada Litoranea do Rio de Janeiro, identificou que as espécies mais frequentes sao:
Oc. Taeniorhynchus (vetor primario), Cx. quinquefasciatus e Ochlerotatus scapularis
(71,32%)10:34

B

Figura 1: (A-C) Culicideos potenciais vetores da dirofilariose canina. A- Ochlerotatus sp. B- Culex
sp.; C- Anopheles sp. Fontes: http://v3.boldsystems.org/; http://mosquito.saude.es.gov.br.



Dirofilariose canina: uma zoonose reemergente e negligenciada

Ciclo biolégico de Dirofilaria immitis

Hospedeiro Intermediario (HI):
Culicidae (Nematocera: Diptera)

* Oc. taeniorhynchus;
* Oc. scapularis;
* Cx. quinquefasciatus

Figura 2: Ciclo de Dirofilaria immitis em cdo (7-9 meses). Adaptado de AHS (2018). Ll=larva de 1¢
estadio; L2= larva de 29 estadio; L3= larva de 32 estadio; L4=larva de 42 estadio; L5= adulto jovem
(forma imatura)

O ciclo de vida ocorre quando mosquitos culicideos (HI) susceptiveis
fazem o repasto sanguineo em caes microfilarémicos (HD) e infectam-se com a larva
L1 (microfilarias = MF) que se desenvolvem nos tubulos de Malpighi até L3 (10-14
dias). Durante um novo repasto sanguineo o mosquito infectara o cao com a L3. Dias
depois da infec¢ao, ainda préximo do ponto de infeccdao ocorre a muda para L4 (9-12
dias). As larvas entdo iniciam a migracao em direcao ao térax e fazem a muda para
adultos jovens (50-70 dias) e chegam as artérias pulmonares (672 dia) pela circulagao
sanguinea onde se tornam parasitos maduros. As fémeas ja maduras sexualmente
(120 dias) produzem microfilarias, que sao liberadas para a circulagdo sanguinea
(periodo patente: de 7 a 9 meses). Em um novo repasto sanguineo o mosquito se
infecta com L1, recomec¢ando o ciclo. 1.



Epidemiologia: Dirofilaria immitis na Baixada Fluminense, RJ

A distribuicdo de D. immitis é global”, com registros na Africa,
Austrélia, Europa e parte da regido mediterranea'?'3, América do Sul, América do
Norte e Asial4. A maior prevaléncia encontra-se nos EUA, América do Sul
(Argentina, Colombia, Brasil, Peru e Venezuela), Japao, Australia e Italia, sem
ocorréncia documentada no Canada e Alaska'®. Em dareas endémicas a prevaléncia
é considerada alta em cdes (40 a 70%) e baixa nos gatos (1 a 4%)*. No litoral do Rio
de Janeiro (Mangaratiba, Regido dos Lagos) e regido oceanica de Niterdi a
soroprevaléncia geral é de 58,6% 1°.

Nosso estudo na Baixada Fluminense mostrou a ocorréncia de
microfilarias em caes em quatro municipios: Magé, Duque de Caxias, Guapimirim e
Nova lguagu (Figura 3) e através de analise molecular (Reagdo em Cadeia da
Polimerase-PCR e sequenciamento) identificou-se a espécie Dirofilaria immitis
(93,58% ; 73/100)"".
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Figura 3: Frequéncia da distribuicdo de cdes microfilarémicos por municipio na Baixada
Fluminense entre 2017 e 2018 (n=113). NI=Nova lIguacu; DC=Duque de Caxias; ME=Magé;
GP=Guapimirim. Fonte: Vieira (2018).



Epidemiologia: Dirofilaria immitis na Baixada Fluminense, RJ

Conhecendo a drea...

A regidao metropolitana do estado do Rio de Janeiro mantém 36,07%
da area conservada estadual, onde 10,96% representa areas de reserva ambiental
dentre os 13 municipios da Baixada Fluminense!8, como por exemplo: o Parque
Municipal da Taquara e a Reserva Bioldgica Municipal do Parque Equitativa, em
Duque de Caxias, o Parque Nacional da Serra dos Orgdos e a Area de Protecdo
Ambiental em Guapimirim, além da Reserva Bioldgica Federal do Tingua em Nova
Iguagu, abrangendo inclusive, parte de Duque de Caxias. Estas areas, além de
compreender estagdes ecoldgicas e parques, sdao consideradas ambientes
propicios para criadouro dos culicideos vetores das MF que associado a casos de
cdes microfilarémicos mantém a transmissao, aumentando o potencial zoondtico
da doenca na localidade. Um estudo mostrou que as espécies de mosquitos
vetores identificadas no Parque Municipal de Nova lguacu, RJ, foram: Ae. aegypti,
Ae. albopictus, Oc. scapularis e Culex sp.3? e no Parque Nacional da Serra dos
Orgdos (localizado na Serra de Teresépolis-RJ, que abrange uma parte do
municipio de Magé e Guapimirim) foram identificados: Culex sp., Oc. scapularis e
Oc . taeniorhynchus?3,

Figura 4: Areas de reserva ambiental na Baixada Fluminense, Estado do Rio de
Janeiro. A- Parque Municipal da Taquara, Duque de Caxias; B- Parque Municipal
do Parque Equitativa, Duque de Caxias; C- Praia de Maud, Magé e D- Parque
Nacional da Serra dos Orgdos, Guapimirim. Fonte: Google Earth



Diagnédstico da dirofilariose canina

Exame clinico: Sintomatologia

O médico veterindrio deve realizar um histérico e anamnese (H/A)
apurado de todos os seus pacientes, contendo informagdes relevantes como: idade,
sexo, raga, porte e ambiente de vivencia e se a prevengdo para o agravo ocorre
regularmente. Depois, deve realizar exame fisico cuidadoso para detectar qualquer
alteracdo que possa haver. Caso haja suspeita da doenca, deve perguntar ao tutor
sobre a observacao de cansaco, intolerancia ao exercicio e tosse. O quadro 1 resume
os sinais clinicos dependendo da gravidade, para auxiliar o profissional durante o
diagndstico clinico!?.

Quadro 1: Grau de severidade da Dirofilariose canina de acordo com os sintomas especificos.

Assintomatico ou apresenta tosse

Moderado Tosse, intolerancia ao exercicio, presenca de sons anormais nos pulmoes

Tosse, intolerancia ao exercicio, dispnéia, sons anormais no coragdo e nos
pulmdes, hepatomegalia, sincope, ascite, morte

Sl HGERTEEN Aparecimento subito de letargia e fraqueza, acompanhado de
cava hemoglobulinemia e hemoglobinuria

Fonte: Adaptado de AHS (2018)

Exames complementares

Os animais que apresentam a infeccdo podem ser assintomaticos
independente da carga parasitaria que albergam. Assim, exames complementares
sdo fundamentais. Contudo, associar as informacdes em relacdo ao H/A, solicitar
exames laboratoriais (hemograma e sorologia), bem como ecocardiograma (Figura 5-
A) e radiografia toracica (Figura 5-B) sdo importantes para avaliacdo do progndstico
do paciente. A sindrome da veia cava (SVC) ocorre quando grande quantidade de
vermes adultos localizam-se até as veias cava, comprometendo gravemente a
circulagao e levando o animal a ébito em poucas horas.

Figura 5: A- Exame ecocardiografico evidenciando presenga de vermes adultos no

interior do atrio direito (AD) e no interior do ventriculo direito (VD). Fonte: Dr. Bruno

Alberigi; B- Radiografia de tdérax evidenciando aumento atrial direito (seta amarela),

Aumento do calibre da artéria pulmonar caudal (seta preta) e aumento de tronco

pulmonar (seta branca), além de aumento de padrdo bronquial e intersticial difuso em 7
cdo portador de dirofilariose. Fonte: Dra. Denise Soares



Diagndstico da dirofilariose canina

Exames laboratoriais

O diagndstico de dirofilariose canina é recomendado anualmente, segundo
a Sociedade Americana de Verme do Corac¢do (AHS)!!, através de testes laboratoriais para
a deteccao de MF ou do verme adulto. O médico veterinario pode solicitar seja para o
diagnodstico, a prevencdo ou para a manutencdao da profilaxia. Os animais devem ser
testados a partir de 7 meses de idade. Abaixo, descrevemos os testes convencionais
utilizados :

® Teste de Knott modificado: O teste de Knott modificado!® (relacionado a pesquisa de
hemoparasito) é realizado para deteccdo e identificacdo de MF e consiste em concentrar
estas MF. Porém, apds a deteccao da presenca de MF é necessario que o patologista
clinico as diferencie morfologicamente, uma vez que as MF de vdrias espécies sao
semelhantes, por exemplo, D. repens e Acanthocheilonema reconditum (Grassi 1889). O
teste, além de diferenciar os espécimes, orienta o veterinario na prescricao de farmacos
a base de lactonas macrociclicas (que possuem acdo para os estadios L3 e L4). O teste é
realizado da seguinte forma:

a) Coletar 1mL de sangue (quantidade suficiente) e acondicionar em tubo com EDTA;

b) Juntar 1 mL de sangue total a 9 mL de formalina a 2%;

c) Centrifugar a 1500 rpm, por 5 minutos;

d) Descartar o sobrenadante;

e) Adicionar corante (wright ou azul de metileno) e pipetar uma gota (50uL) sobre
lamina. Cobrir com laminula (24 X 32 mm);

f)  Visualizagao no microscdpio éptico (objetiva de 100X ou 400X);

g) Identificacdo morfoldgica com base em chave dicotdmica3®.

® Pesquisa de antigenos: S3ao baseadas em testes rapidos (imunoenzimatico ou
imunocromatografico) para detec¢ao de antigenos de fémeas adultas de D. immitis.
Atualmente, os testes que existem no Brasil sdo: Snap 4DX plus® (IDEXX Laboratories) e
Alere Dirofilariose Ag Teste kit® (Alere). Qualquer que seja o teste, deve ser realizado de
acordo com o manual do fabricante para conferir precisao aos resultados.

Observagoes: Deve-se associar a pesquisa de microfilarias a pesquisa de antigenos (Knott
modificado + teste rapido)!l. E comum numa pesquisa de hematozoario e no hemograma
completo a presenca de MF em laminas.



Diagnostico da Dirofilariose canina

® Gota espessa (GE): Esta técnica consiste em adicionar uma gota de sangue, para exame
entre lamina e laminula e visualizar as MF em microscépio dptico (objetiva 10X).
Observa-se as MF em movimentos serpentiformes entre os eritrocitos?42 36,

® Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Sequenciamento: A PCR é uma técnica
molecular que permite amplificar o DNA do parasito e identificar sua presenca através
de oligonucleotideos especificos?%21:2223 (Tabela 1). O produto da PCR deve ser
submetido a técnica de sequenciamento para identificacao da espécie de filarideo. Esta
ferramenta é especifica na identificacao, porém apresenta alto custo. Normalmente sé
é utilizada para fins cientificos auxiliando na epidemiologia dos casos em regido
endémica para a doenca, permitindo determinar a prevaléncia das espécies da
localidade.

OBS: Imprecisdes podem ocorrer nos resultados dos exames. Nesses casos se
recomenda a repeticdo dos testes para confirmac¢ao. Caso ainda permanecam duvidas,
aguardar dois meses e repeti-los com apoio de um laboratério de referéncia.

Figura 6: A- Exame clinico e coleta de informagdes sobre histdrico e anamnese do paciente e
orientagdo ao tutor e preenchimento da ficha clinica do animal. B- Contencao fisica e coleta da
amostra de sangue em consultdrio veterinario para diagndstico de dirofilariose canina.

Diferenciagdo morfoldgica entre D. immitis e A. reconditum

Quadro 1: Diferenciagdo morfoldgica entre espécies de filarideos em exame a fresco (GE)
e teste de Knott modificado.

Filarideo Tamanho (p) Tipo de movimento Caracteristicas
morfolégicas
D. immitis Comprimento: 301.77 Anterior: extremidade
6.29 / 290-330 “Serpentiforme” e cefdlica apontada
Largura: 5-7 lento Posterior: cauda reta;
achatada
A. reconditum | Comprimento: 264.83 + Anterior: extremidade
5.47 / 260-283 Erratico e rapido cefalica obtusa
Largura: 4 Posterior: gancho
9

Adaptado de Brito et al. (2001)2> ;ESCCAP (2019)3¢
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Figura 7: Triagem das amostras de sangue. A- Pesquisa de microfildrias pela técnica de Knott
modificado. B-C Pesquisa de antigenos evidenciando resultados positivo para Dirofilaria
immitis : Alere Dirofilariose Ag Teste kit® (Alere); Snap test 4DX plus ® (Idexx Laboratories) e
Fontes: Bruno Alberigi
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Figura 8: A- Pesquisa de hemoparasito em Hemograma, com achado de microfilaria.

B- Pesquisa de microfildria pelo teste de Knott modificado. Fonte: Laborlife Ltda.
(corante: Wright; objetiva de 40X em microscopio optico).
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Figura 9: A_- Diferenca morfoldgica enfre Achantocheilonema 'reéonditum (a) e Dirofilaria
immitis (b). B- Helmintos adultos de D. immitis. a- fémea; b- macho (apresentando cauda
enrolada). Fonte: AHS (2018).
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CTTCOTAAGTATH

Analise das Sequenciamento

sequencias

Figura 10: Fluxograma exemplificando as andlises moleculares para detecg¢do e caracterizagdo
molecular de filarideos. A amostra é submetida a extracdo de DNA, quantificada, submetida a
PCR e para a visualizagdo do fragmento de DNA amplificado, as amostras sdo submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 2%, coradas por brometo de etideo e observadas em luz
ultravioleta. O produto da PCR é purificado por kit especifico e as sequéncias sdo lidas por
sequenciador automatico e realizada em seguida andlise das sequencias por programa especifico
e a avaliacdo da similaridade de nucleotideos é obtida através da andlise comparativa com as
sequéncias existentes no banco de dados GenBank.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para identificacfio genotipica de espécies de filarideos.

Oligonucleotideo Tamanho Referencia
Gene Alvo g ., Sequéncia 5- 3 do
Iniciador
Fragmento
- —
l“er?LA 12SF GTTCCAGAATAATCGGCTA — c“‘fﬁgf al
(nematoides 125R ATTGACGGATG(AG)TTTGTACC P “
filariais)
" Gioia etal. 2010
_12S:DNA 125F2B TTTTTACTITTTIGGTAATG 204 pb
(Dirofilaria immitis)
7 101 2
_1251DNA 12SR2 AAAAGCAACACAAATAA(CA)A 3p7pp  Clolaetal. 2010
(Dirafilaria repens)
cox] rDNA COTintF 5- TGATIGGIGGTITIGGTAA -3 . (g:Oals'lréilslilr:;ha-il.et
(D. immitis-specific) ~ Dimm-coxIR  5- GCACTGACAATACCAAT -3’ VP T e0s

Elaboracdo: Vieira (2018)
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Tratamento, Controle e Profilaxia

A fim de reduzir a frequéncia com que D. immitis é transmitida e também
alertar a comunidade evitando assim que infec¢des s sejam diagnosticadas
quando o paciente ja apresentar sinais de doenca grave, algumas medidas podem
ser associadas e implantadas. A prevencdo da infeccao canina a base de lactonas
macrociclicas deve se iniciar desde filhote (a partir de 7 semanas de idade)
(ivermectina, selamectina, milbemicina oxima e moxidectina) bem como as
orientacdes do médico veterinario sobre evitar frequentar dareas endémicas com
risco para a saude dos caes nao protegidos.

Atualmente, em éareas onde a transmissao for intensa, os cdes deverao
receber prevencdo multimodal, associando o uso permanente de lactonas
macrociclicas3> a repelentes. O controle de microfilaremia canina sé deve ser
realizado juntamente com o tratamento adulticida e sob restrito controle médico
veterinario, pois ha risco de tromboembolismo e morte do paciente.

Além do controle farmacoldgico para os animais, programas integrados
auxiliam no combate ao vetor (culicideo), como:

* saneamento ambiental com rede de drenagem de aguas pluviais;

* eliminar fontes de dgua parada onde possa ocorrer a reproducdao dos
mosquitos;

* 0 controle quimico com drogas que sao capazes de inibir o crescimento dos
insetos;

* 0 controle bioldgico com introducdao de peixes larvofagos em agua limpa ou
bacilos que produzem endotoxinas (alto custo socioambiental);

* a conscientizacgdo de moradores para telagem das casas com uso de
mosqueteiros, impregnados com piretréides, se possivel;

* uso de produtos tépicos ectoparasiticidas que atuam como repelentes (pipeta,
coleira);

* evitar a exposicdo do cdo nos horarios crepuscular e amanhecer!! .

OBS: Mais orientagdes e sobre o protocolo de tratamento recomendado
pela Sociedade Americana do Verme do Corac¢do (American Society Heartworm —
AHS) estd disponivel no Heartworm Guidelines.



Consideragoes finais

As politicas publicas e programas de controle relacionados aos
vetores de arboviroses (Dengue, Zika, Chikungunya e Febre amarela) tém
contribuido para a conscientizacdo da populacdo sobre a importancia do controle
dos culicideos na transmissdo de bioagentes patogénicos, e pode ter contribuido
para a reducdo da prevaléncia de dirofilariose canina nos ultimos anos. Além disso, o
uso preventivo de lactonas macrociclicas tem auxiliado na reducdo da prevaléncia
nas localidades, principalmente em regides endémicas, porém ha locais onde esses
programas nao tem sido efetivos pela auséncia de uma investigacdo epidemioldgica
eficaz?6:27-

A Baixada Fluminense carece de estudos ecoepidemiolégicos para
levantamento da fauna culicidica a fim de conhecer as espécies de mosquitos
vetores de D. immitis, bem como avaliar o perfil de transmissdao da doencga
entendendo a enzootia e epizootia dos casos. Portanto, os veterinarios que atendem
na regiao devem apurar a procedéncia do paciente durante a avaliagcdao histdrica
(suspeita-se que os casos de dirofilariose canina possam ser autdctones e a drea seja
indene). Ha possivelmente cdes apresentando infeccdo oculta (amicrofilaremia) nos
locais avaliados.

A importancia da diferenciacdo entre as espécies de microfilarias no
momento do diagndstico parasitolégico orienta o médico veterinario durante a
prescricao do tratamento para que ndao ocorra intervengdao desnecessaria no caso de
diagndstico de A. reconditum, ja que este ndo é patogénico para os animais® e no
estudo da Baixada Fluminense esta espécie foi identificada molecularmente (6,41%;
5/100) chamando atenc¢do para o controle de seu hospedeiro intermediario, as
pulgas (Ctenocephalides felis, C. canis e Pulex irritans), com possibilidade de
potencial de risco para os humanos, como ja descrito na literatura parasitando o
olho humano?%2°,

O encontro de caes infectados por MF de D. immitis possibilita a
hipdtese de outras espécies de animais estarem sendo acometidas, principalmente
em areas de proximidade de reservas ecolégicas e ambientes ruralizados onde vivem
outros cdes e gatos, pois se houver infeccao para os felinos, estima-se que a
prevaléncia representa de 5 a 20% em relag¢do a populagdo dos cdes3°. A importancia
de realizar um estudo de monitoramento da prevaléncia na populacao de cdes, o
controle quimioprofilatico podem diminuir os riscos de infeccao para humanos na
regido3.

Em Duque de Caxias, durante nosso estudo, foram entrevistados 18
tutores, onde 61,1% nunca ouviram falar sobre o “verme do cora¢cdo”, 66,7%,
disseram que ndo sabiam como prevenir a doenca e a minoria (33,3%) tinha
conhecimento que a transmissdo era pela “picada do mosquito”. Estes dados
reportaram a auséncia de informacdo sobre esta zoonose, alertando para a
necessidade do fomento a praticas de prevencdo. Portanto, se faz necessario
assegurar o acesso a informacao sobre a doenca e seus possiveis fatores de risco
para a saude humana, visando assim a promocao da saude.
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