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RESUMO

Regides litoraneas localizadas nos trépicos sdo consideradas enzoodticas para
ocorréncia de Dirofilaria immitis, o qual possui distribuicdo cosmopolita. Apresenta-se como
situacao favoravel o clima, devido as temperaturas elevadas e a alta precipitacao
pluviométrica, que por sua vez possuem relacdo direta e positiva com o desenvolvimento de
espécies de Diptera, considerados como vetores em potencial, como por exemplo Culex
quinquefasciatus (Culicidae). O presente trabalho teve por objetivo avaliar a prevaléncia de
Dirofilaria immitis em duas populagdes de caes de area urbana, acompanhar a evolugéo clinica
dos animais portadores de dirofilariose e abordar aspectos da morfologia interna de Culex
quinquefasciatus. A prevaléncia de Dirofilaria immitis foi determinada em duas populagdes de
caes presentes no municipio de Guaratuba, Parana. Uma das populacdes era formada por
caes errantes capturados pelo Servigo de Vigilancia Sanitaria da Prefeitura Municipal. A outra
populacédo era de caes domiciliados em um bairro periférico ao ndcleo central da cidade com
infra-estrutura deficiente quanto ao abastecimento, recolhimento de aguas servidas e
drenagem do solo. Para avaliagdo da presenga de microfilarias e sua identificagcdo foram
utilizados simultaneamente trés métodos: exame direto a fresco, teste de Knott modificado e
Snap® Canine Heartworm Antigen Test Kit (IDEXX Laboratories). Foi realizado o
acompanhamento da evolugéo clinica dos caes microfilarémicos, sob condigbes diferenciadas
de manejo: a) condicoes ideais de alimentacao e abrigo, e b) cdo sob guarda dos proprietarios,
porém sem alimentacdo e abrigo adequados. Os procedimentos comuns entre os dois caes
foram exames para microfilarias, mas o cao sob condi¢des ideais foi submetido aos exames de
hemograma, exame coproparasitolégico e parasitolégico de pele, exame radiografico e de
ultra-som de térax. No cdo sob guarda dos proprietarios foram realizados os exames

necroscépico e histopatologico. Para Dirofilaria immitis foi detectada prevaléncia de 1% de
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caes microfilarémicos positivos para os caes capturados e prevaléncia de 4,2% no grupo de
cédes domiciliados, neste segundo caso os dados indicando potencial de dirofilariose para o
espaco urbano analisado. Paralelamente, através do exame direto de sangue a fresco e Teste
de Knott modificado, foi possivel determinar a prevaléncia de Dipetalonema sp., cujos valores
foram 11,6% para os cées capturados e 5,6 % para os caes domiciliados. O acompanhamento
da evolugéao clinica da doencga nos caes microfilarémicos evidenciou 0 mesmo comportamento
de reducao progressiva da microfilaremia, embora um dos cées tenha chegado a ébito por
causas nao relacionadas com a presenca de Dirofilaria immitis. O estudo microscépico das
estruturas internas de Culex quinquefasciatus demonstrou que este agente possui trés
mecanismos de defesa contra microfilarias relacionados diretamente com o intestino médio que
seriam a formacao de cristais de oxihemoglobina, a coagulacdo do sangue ingerido e a
secrecao da matriz peritr6fica em um periodo de tempo menor. A dirofilariose em Guaratuba
pode ser considerada uma zoonose de reduzida importancia quantitativa, porém
qualitativamente os casos positivos indicam a necessidade de monitoramento dos caes e da
populacdo dos vetores em potencial, uma vez que o bairro de maior prevaléncia da doenga
apresenta alguns dos elementos necessarios para a manutencao da dirofilariose, que seriam
as condigdes ambientais para o desenvolvimento do mosquito potencial vetor e os cées

infectados portadores da doenca.

Palavras-chave: Dirofilaria immitis, Dirofilariose canina, Culex quinquefasciatus, Dipetalonema

sp.
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ABSTRACT

Coastal areas located in the tropics are considered enzootic for Dirofilaria immitis, which
has cosmopolitan distribution. The climate may be presented as a favorable condition, owing to
the high temperatures and high pluviometric precipitation. These have direct and positive
relation with the development of species of Diptera, considered potential vectors, as for
instance Culex quinquefasciatus (Culicidae). This research aims at evaluating the prevalence of
Dirofilaria immitis in two populations of dogs from an urban area, following the clinic evolution of
the animals with dirofilariosis and discussing aspects of the internal morphology of Culex
quinquefasciatus. The prevalence of Dirofilaria immitis was examined in two populations of
dogs in Guaratuba, Parana. One population consisted of wandering dogs captured by the
Sanitary Vigilance Department of the City Hall. The other population consisted of domiciliary
dogs from a district away from the downtown area and deficient in water supplying, water
collecting and soil drainage infrastructure. Three methods have been simultaneously used to
detect and identify microfilaries: the direct blood smear, the modified Knott’s test and the Snap®
Canine Heartworm Antigen Test Kit (IDEXX Laboratories). The clinical evolution of the
microfilaremic dogs was performed under different handling conditions: a) a dog under ideal
conditions of feeding and shelter, and b) a dog in the care of its owners without appropriate
feeding and shelter. The common procedures for both dogs were demonstration of microfilaries
in blood films. The dog under ideal conditions was submitted to hemograma, skin and fecal
parasitologic exams, radiographic and ultrasonographic thoracic exams, while only necropsy
and histopathology were performed in the dog in the care of its owners. For Dirofilaria immitis it
was detected a prevalence of 1% positive microfilaremic in the group of dogs captured and a
prevalence of 4.2% positive microfilaremic in the group of domiciliary dogs, in which case the
results indicated potential for dirofilariosis in the urban area analyzed. Concomitantly, through
the direct blood smear and the modified Knott’s test, the prevalence of Dipetalonema sp. was
detected, the values of which were 11.6% for the dogs captured and 5.6% for the domiciliary
dogs. The clinical evolution of the disease in the microfilaremic dogs demonstrated the same
progressive reduction of microfilaremy, although one of the dogs died for causes not related to
Dirofilaria immitis. The microscopic study of the internal structures of Culex quinquefasciatus
showed that this agent has three defense mechanisms against microfilaries directly related to
the middle intestine: the oxihemoglobin crystal formation, the ingested blood coagulation and
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the peritrofic matrix secretion in a shorter period of time. The dirofilariosis in Guaratuba may be
considered a zoonosis of reduced quantitative importance; nevertheless, when considered
qualitatively, the positive cases indicate the need of monitoring the dogs and the population of
potential vectors, once the area of major prevalence of the disease has some of the necessary
elements for the maintenance of dirofilariosis, which are the environmental conditions for the
development of the potential vector mosquito and the dogs which bear the disease.

Key-words: Dirofilaria immitis, Dirofilariasis in dog, Culex quinquefasciatus, Dipetalonema sp.
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INTRODUCAO

O estudo da patogénese das filarioses é dificultado pela especificidade do hospedeiro e
pelo complexo ciclo do parasita. As filarias necessitam de um artrépodo vetor para a maturagao
das larvas e a sua transmissdo. Apos a maturacao, quando o vetor faz o repasto em outro
animal, a larva infectante penetra na pele, migra até o érgao alvo e se desenvolve até a fase
madura, onde h& produgéo de microfilarias, reiniciando o ciclo.

Ao redor do mundo, as filarioses atingem grande numero de pessoas e animais,
geralmente em areas tropicais devido as condicdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento
dos respectivos vetores. Os animais nao participam na epidemiologia de algumas das filarioses
mais importantes para o ser humano, como Wuchereria bancrofti Cobbold, 1877, Loa loa
Cobbold, 1864 e Onchocerca volvulus Leukart, 1893. Outras filarias, do género Dirofilaria
possuem potencial zoonético, mas somente Dirofilaria immitis Leidy, 1856 pode causar
dirofilariose pulmonar no ser humano, apesar de nematodas como Dirofilaria tenuis Chandler,
1942, de racoons, Dirofilaria ursi Yamaguti, 1941, de ursos e Dirofilaria subdermata Monning,
1924, de porco-espinho causarem dirofilariose subcutdnea no homem. Outro parasita deste
género, Dirofilaria repens Railliet e Henry, 1911 além de infectar caes pode causar dirofilariose
ocular no ser humano (ACHA & SZYFRES, 1986).

Dirofilaria immitis é a filariose de maior prevaléncia para o cao em algumas regides que
relnem as condicOes necessarias para o seu desenvolvimento e permanéncia, em geral areas
litorAneas. Nestas regides chega a ser a maior causa de morbidade e mortalidade de caes
domésticos, que passam a ser também fonte de infeccao para animais silvestres. Algumas
drogas utilizadas para a sua prevengao tem tido sucesso na prevengao de outras filarioses em
humanos, cujos parasitas apresentam muitas semelhancas com Dirofilaria immitis e as

caracteristicas bioquimicas, de comportamento e de taxonomia tornam este parasita modelo



ideal para o estudo da patogénese da filariose humana e animal (MUPANOMUNDA et al.
1997).

1.1 Dirofilaria immitis - o agente da doenca e os ciclos nos hospedeiros

A dirofilariose canina é também chamada de “Doenca do verme do coracdo” e tem
como agente etioldgico o parasita Dirofilaria immitis, descrito nos Estados Unidos por Leidy em
1850 como Filaria immitis, e por ele mesmo reclassificado no género Dirofilaria. No Brasil, a
dirofilariose canina vem sendo estudada desde 1878, os casos humanos desde 1887 e a
doencga nos felinos desde 1921 (ALMOSNY et al., 2002). Como outros parasitas filarioides e
helmintos, seu ciclo consiste de cinco estadios de desenvolvimento em um hospedeiro
vertebrado e em um artrépodo hematdfago (mosquito) como vetor.

Os parasitas machos adultos possuem comprimento de 120 a 200 mm e didmetro de
0,7 a 0,9 mm. As fémeas adultas medem 250 a 310 mm de comprimento por 1 a 1,3 mm de
didmetro. O aspecto microscopico de Dirofilaria immitis revela cuticula lisa, multilaminar com
espessura variando entre 5 e 25 um com projecdes internas espessas, diametralmente
opostas, seguidas de musculatura proeminente (GUTIERREZ, 1996; SKIDMORE et al., 2000;
NISSEN & WALKER, 2003). As fémeas sao viviparas e liberam as microfilarias na circulagao
sanglinea, as quais sao ingeridas pelo mosquito vetor no momento do repasto. No ciclo de
vida de Dirofilaria immitis ocorrem quatro mudas, sendo a 12 e a 22 mudas no mosquito e a 3% e
42 no hospedeiro definitivo. A microfilaria mede 298,1+8,7um de comprimento e 7,3£0,3um de
largura. Possui a extremidade anterior ovalada e a posterior € reta (BRITO et al. 2001). Os 12,
2° e 3° estadios larvais de Dirofilaria immitis sdo parasitas obrigatérios de mosquitos,
predominantemente os de género Aedes, Culex e Anopheles, entre as mais de 70 espécies
distribuidas em seis géneros de mosquitos que sdo capazes da propagacao de Dirofilaria

immitis. Também algumas espécies de pulgas podem atuar como vetores (STUEBEN, 1954).



No vetor as larvas desenvolvem-se até o estadio infectivo em aproximadamente 13 dias
nos tubulos de Malpighi, migrando para os espacos intersticiais da cabegca ou para a
probdscide, para serem inoculadas em um novo hospedeiro no momento do repasto do
mosquito. A larva infectante, quando no hospedeiro vertebrado mede 1,2 mm de comprimento
e atinge 5 cm quando chega ao ventriculo direito, 3 a 4 meses apds a inoculagdo. Neste
intervalo de tempo, o parasita permanece no tecido subcutaneo e musculos, migrando através
das veias para o coracdo, quando atinge a idade adulta apds aproximadamente 3 meses. A
larva infectante evolui para L4 entre 3 e 9 dias pos-infeccao, ocorrendo a 42 muda entre 50 e
58 dias pos-infecgdo. Os adultos imaturos (L5) chegam ao coragao do hospedeiro 20 dias apés
a 42 muda e aproximadamente 70 dias apds a inoculacao. O periodo pré-patente é de 6 a 8
meses. Os adultos podem viver por varios anos no cao, e a microfilaria pode sobreviver no
maximo, dois anos e meio (HARRISON & THOMPSON, 1965; MERRIL et al., 1980; KOTANI &
POWERS, 1982; ACHA, 1986).

KOTANI & POWERS (1982) fizeram um estudo experimental sobre os estagios de
desenvolvimento de Dirofilaria immitis, inoculando L3 infectantes em caes da raca Beagle. A
larva infectante media de 0,85 a 13,3 mm; L4 de 1,1 a 13,9 mm; L5 em locais intermediarios
(musculo e tecido subcuténeo) tinham como medida 11,8 mm para o macho e 134 mm para a
fémea. Esta, quando no coragao media de 19 a 295 mm e as medidas dos machos no mesmo
local era de 27 a 184 mm. Nesse estudo microfilarias foram detectadas em aproximadamente 6
meses apods a inoculacdo. Em outro estudo os mesmos autores inocularam em 36 caes beagle
com larvas infectantes de 3°. estadio para determinar quando as terceira e quarta mudas
ocorrem, de quanto tempo é o estadio de desenvolvimento no musculo e pele do cao e como
se da a migracao do local da infeccao até o coracado. Entre 22 e 84 % das larvas inoculadas
foram recuperadas da pele ou do musculo nos primeiros 58 dias pdés-inoculacédo. Parasitas

adultos e imaturos foram observados no coragcdo dos caes com 70 dias pds-inoculagdo. A



migracdo ao coragdo completou-se em torno de quatro meses poés-inoculacdo e em
aproximadamente seis meses haviam microfilarias no sangue periférico.

A periodicidade das microfilarias no sangue esta relacionada as alteragbes na
densidade de microfilarias na circulacao periférica do cao de acordo com o periodo do dia.
WALTERS (1995) descreve trés formas de manifestagao: aperiddica, subperiédica e periddica.
A forma aperiddica mostra alteracdo minima na densidade periférica durante as 24 horas.
Apesar da permanéncia constante de microfilarias no sangue, na forma subperiédica, elas séo
detectadas em densidade variavel em diferentes periodos do dia. Na forma periédica existe
alternlncia entre baixa e alta densidade de microfilarias, podendo a concentracdo maior
acontecer tanto no periodo diurno quanto noturno, representando uma evolucao na adaptagcao
do parasita para maximizar a ingestdo pelo vetor. Quando ndo estdo no sangue periférico,
permanecem nos capilares pulmonares. Além das variacdes diarias, pode haver flutuacoes
sazonais, observadas por SAWYER (1975) em dois caes naturalmente infectados por
Dirofilaria immitis, cuja densidade de microfilarias no sangue periférico foi maior no verao.

Investigando as causas do Obito de 17 coiotes (Canis latrans Say, 1823) no centro-sul
da Gedrgia, Estados Unidos, através de testes sorolégicos, radio-telemetria e exames poés-
mortem para diferentes agentes, HOLZMAN et al. (1992), observaram que a prevaléncia de
microfilarias de Dirofilaria immitis foi baixa nos animais capturados no outono, enquanto que
naqueles capturados no inverno foi alta. Do parasita adulto, a prevaléncia foi mais alta entre os
animais adultos do que nos jovens capturados no outono.

1.2 Distribuicao geografica de Dirofilaria immitis

O parasita Dirofilaria immitis tem distribuicAo cosmopolita, mas ha locais em onde é
enzodtico. Mais de 70 espécies de mosquitos sdo capazes de permitir o desenvolvimento de
microfilarias a larvas infectantes, de terceiro estadio (L3), mas acredita-se que menos de 12

espécies sejam vetores principais.



A prevaléncia da dirofilariose esta influenciada por fatores ambientais propicios, sejam
eles naturais como fonte de aguas disponiveis ou como alteragdes ambientais provocadas pelo
homem, principalmente no que se refere ao saneamento basico precario ou inexistente. Outros
fatores seriam temperatura adequada para o desenvolvimento do mosquito, a identificacéo do
vetor na regiao e sua densidade populacional, a exposigdo continua do cao e o nivel sdcio-
econdmico da populacdo humana local. Regides costeiras tropicais e subtropicais com clima
super-umido onde ha alta densidade pluviométrica e calor, apresentam prevaléncia acentuada
de dirofilariose canina, o que ndo exclui a possibilidade de haver areas distantes do litoral com
incidéncia da doenga. A isso se deve a alta mobilidade dos cdes microfilarémicos que
acompanham seus proprietarios em suas viagens, constituindo fonte de infeccdo para os
mosquitos locais. Com relagdo a qualidade de vida da populagdo humana, ha de se levar em
conta a informacao sobre a doenca, cuidados ao animal de estimacao e medidas profilaticas
adequadas sob orientacao do médico veterinario (ALMOSNY et al., 2002; RODRIGUEZ-SILVA

et al., 2004).

Globalmente, a prevaléncia da dirofilariose varia de taxas extremamente baixas no
Canad4 a taxas excepcionalmente elevadas em &reas da Europa e da Asia, particularmente
em algumas regides da Australia, Italia e Japdo. Na Africa a infecgdo canina parece ser
comum em toda parte oeste e nas regides do leste do continente. Na maioria das ilhas do
Pacifico e em muitos paises asiaticos a doenca esta bem estabelecida. No Japao é enzodbtica e
na Coréia do Sul a incidéncia é baixa. A prevaléncia da dirofilariose em caes de Sidney,
Australia, chegou a 30% no final da década de 1980. Mais recentemente a taxa em caes nesta
mesma area foi relatada como sendo de 11,4%. A queda na prevaléncia ocorrida neste periodo
deveu-se a vigilancia associada a prevencao da dirofilariose. Na Europa a doenca é
diagnosticada principalmente nos paises do sul, Espanha, Itdlia, Portugal e Franga, além de

alguns casos na Grécia e Turquia. A area européia com a prevaléncia mais alta de dirofilariose



em caes localiza-se ao longo do Vale do Rio P6, no norte da ltalia. Nos Estados Unidos, em
todos os seus 50 Estados a doenca ja foi diagnosticada em caes, sendo considerada enzoética
ao longo da costa do Atlantico. Os Estados da regido sudeste apresentam indices de
prevaléncia mais elevados. Em alguns paises sul-americanos a dirofilariose é endémica.
Existem areas na Argentina cuja prevaléncia varia de 5 a 32%. Na Venezuela este indice € de

2,3% (McCALL, 1998).

No Brasil a distribuicdo do parasita segue as mesmas tendéncias mundiais. Quando se
avalia a distribuicdo da doenca por regido, os dados mais freqlentes sdo de localidades
costeiras, mas existem relatos de locais distantes da costa (Quadro 1). XAVIER (1946) no Rio
de Janeiro, ainda quando era sede do governo federal, apresentou o resultado de suas
pesquisas em 526 cées nos quais encontrou 10,83% deles positivos para dirofilariose.
DACORSO et al. (1953) também no Rio de Janeiro ao pesquisar o parasita em 144 caes,
encontraram 4,9% deles parasitados. De 1989 a 1999, estudos revelavam que as mais altas
prevaléncias de dirofilariose canina eram encontradas nos estados do Maranhao (46%), Sao
Paulo (14,2%), Rio de Janeiro (13,68%) e Minas Gerais (9,4%) (DUQUE-ARAUJO et al., 1995;
LABARTHE et al., 1998; AHID et al., 1999; FERREIRA et al., 1999). Através de um inquérito
soroepidemiolégico realizados em 822 caes na cidade de Cuiaba, MT, constatou-se que 11,8%
eram positivos (FERNANDES et al., 2000). BRITO et al. (2001) estimaram a prevaléncia da
filariose canina causada por Dirofilaria immitis e Dipetalonema reconditum (Grassi, 1889) apés
pesquisa de 1519 caes domiciliados em Maceid, AL. Foram detectados 15 (1,3%) céaes com
microfilarias de Dirofilaria immitis e 15 (1,3%) caes com microfilarias de Dipetalonema
reconditum, todos o0s casos considerados como autoctones. Simultaneamente, foram
Capturadas 6579 fémeas pertencentes a seis espécies de mosquitos e oito fémeas de Culex

quinquefasciatus foram encontradas naturalmente infectadas com larvas de Dirofilaria immitis.



QUADRO 1 — Prevaléncia de Dirofilaria immitis em caes no Brasil em pesquisas realizadas no
periodo de 1946 a 2004.

LOCAL PREVALENCIA DE Dirofilaria AUTORES E ANO
immitis EM CAES
Rio de Janeiro e Niteroi 10,83 % XAVIER, 1946
Rio de Janeiro 4,9 % DACORSO et al., 1953
Estado do Rio de Janeiro

Litoral 19,18%

Central e montanhosa 12,88% LABARTHE et al., 1989
Maranhao 46 % DUQUE-ARAUJO et al.,1995
Rio de Janeiro, RJ 8,61 %

Niteroi, RJ 21,76 % LABARTHE et al., 1997
Belém, PA 10,74% SOUZA et al.; 1997
Sao Paulo, SP 12 % ROCHA et al., 1997
Recife, PE 2.3 % ALVES et al., 1999

llha de Sao Luiz, NE 12,8 % AHID et al., 1999

do Brasil

Uberlandia, MG 9.41 % FERREIRA et al., 1999
Cuiaba, MT 11,81 % FERNANDES et al., 2000
ltacoatiara, Niteroi, RJ 31,7 % SERRAO et al., 2000
Sao Paulo e litoral, SP 8 % SOUZA et al., 2001
Maceid, AL 3,1 % BRITO et al., 2001
Salvador e Lauro Freitas, BA 10,4 % ALMEIDA et al., 2001
Floriano6polis, SC 15 % ARAUJO et al, 2003
Litoral do Parana 5,47 % REIFUR et al., 2004
Rio de Janeiro, RJ 1,96 % COSTA et al., 2004

Na epidemiologia da dirofilariose também se estudou a relagdo entre as caracteristicas

fenotipicas dos cées e a contaminagéo por Dirofilaria immitis. ALMEIDA et al. (2001) estudaram




a influéncia da raca, cor, comprimento do pelo, sexo e idade no parasitismo por Dirofilaria
immitis de uma populacao de 613 caes dos municipios de Salvador e Lauro de Freitas, BA.
Foram positivos 10,4% sendo o maior percentual em cdes de seis a dez anos, com a
freqiéncia do parasitismo em machos de 11,7% e nas fémeas de 9,2%. A presenca de
microfilarias foi maior nos caes com definigcao de raga (11,1%), principalmente dogue aleméo e
boxer, e em animais de pelo curto (17,3%). Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre as cores dos pelos e a ocorréncia da infeccdo nos caes. GUEVARA et al. (1996)
observaram que a maior freqiéncia de caes positivos para Dirofilaria immitis na cidade do
México foi a de animais do sexo masculino (4,2%). Em Seul, Coréia, YOON et al. (2002)
investigaram dirofilariose em 17.644 caes usando o teste comercial Witness®, cujo resultado
positivo foi observado em 263 animais (1,5%). Houve predominio de animais com raga
(71,8%), sexo feminino (56,6%), entre 3 e 4 anos de idade (64,6%), que eram mantidos no
ambiente externo (88,2%) e ndo haviam sido submetidos a profilaxia (85,2%).

1.3 Fatores que influenciam na competéncia do vetor

Na epidemiologia da dirofilariose é fundamental relacionar os mecanismos internos de
defesa do mosquito com os fatores do meio ambiente para considerar a espécie competente
na transmissao da doenca.

Os insetos tém sido evolutivamente bem sucedidos, ocupando quase todos os habitats
da biosfera atual. Assim sendo, defrontam-se com numerosas populagdes, muitas delas
parasitas, representadas por microorganismos ou por helmintos. Na maioria dos casos, 0s
parasitas passam por uma série complexa de crescimento e diferenciagéo para tornarem-se
infectantes ao hospedeiro vertebrado. Conseqlientemente, desenvolveram-se mecanismos de
defesa no hospedeiro/vetor que resultam em graus variados de resisténcia ao parasita

(FORATTINI, 2002).



Os conhecimentos sobre 0 mecanismo de defesa em invertebrados em geral foram
ampliados consideravelmente desde o trabalho pioneiro sobre fagocitose de METCHNIKOFF
em 1892. Os artropodos possuem um mecanismo sofisticado de resposta imunoldgica contra
material estranho e varios estudos realizados visam desvendar os procedimentos pelos quais o
parasita interage com os diferentes tecidos do vetor. Existem diferencas de resposta
imunolégica ndo s6 entre artrépodos de diferentes classes, ordens, géneros e estagio de
desenvolvimento, mas também entre espécies do mesmo género, inclusive na mesma espeécie.

Os artropodos possuem mecanismos gerais e especificos contra a infecgcdo por
parasitas. As barreiras gerais incluem as caracteristicas anatémicas, como cuticula e armadura
cibarial, e processos fisiolégicos como formacdo de membrana peritréfica e sintese de
proteases digestivas no interior do intestino médio. A resposta imunolégica de origem celular e
humoral é a forma especifica dos insetos reagirem a presenca do parasita.

O artréopodo Drosophila é considerado protétipo da resposta imune inata. E
particularmente resistente as infeccoes bacterianas devido aos mecanismos desencadeados
como resposta a agressao: fagocitose pelas células da hemolinfa; substancias proteoliticas e
sintese de peptideos antimicrobianos. Estes peptideos sdo primariamente produzidos pelas
células do corpo adiposo e secretados para a hemolinfa (LAI-FOOK,1973).

1.3.1 A concentracao de microfilarias e a freqiiéncia da hematofagia

A concentracao de microfilarias ingeridas apds o repasto em um animal infectado pode
influenciar na eficiéncia do mosquito como vetor. Cées infectados com Dirofilaria immitis e que
possuam filaremia superior a 400 microfilarias/20 pl de sangue podem causar mortandade
elevada de mosquitos, muitas vezes chegando a 100%, pela destruicdo macica de células, ao
serem liberadas dos tubulos de Malpighi (CHRISTENSEN, 1978). Isso acaba sendo um fator
autolimitante e a importancia do mosquito altamente suscetivel na transmissao da filaria tende

a diminuir, quando ha elevada concentragao de filarias na populacdo canina da regido. Por



outro lado, o mosquito considerado pouco competente como transmissor de filaria pode
ressaltar seu significado como vetor, uma vez que, sendo parcialmente resistente a microfilaria,
suporte seu desenvolvimento até o estadio infectante L3. AHID et al. (2000) estudaram no
Brasil cinco populagdes diferentes de Culex (Culex) quinquefasciatus Say, 1823, que foram
capazes de desenvolver Dirofilaria immitis até o estagio infectivo e demonstraram ser essa
espécie suscetivel a infeccdao e também um vetor em potencial. Por estar presente o ano todo
conforme a regido do pais, a freqiiéncia de hematofagia na populagdo canina pode ser maior,
aumentando a oportunidade de infeccao. Tendo em vista o carater antropofilico desta espécie,
o0 homem pode vir a tornar-se hospedeiro ocasional da dirofilariose (AHID & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1999).
1.3.2 A idade do mosquito e seu estado reprodutivo

CHUNG et al. (1995) estudaram o efeito da idade e da condi¢cdo de reproducdo no
processo de melanizagdo de corpo estranho (Sephadex®) inoculado intratoracicamente em
linhagens refrataria e suscetivel de Anopheles (Cellia) gambie, Giles 1902 a infeccao por
Plasmodium. A habilidade de melanizar foi visivelmente afetada pela idade da fémea e seu
estado reprodutivo. Em linhagem refrataria, foi mais eficiente no dia imediatamente apés a
emergéncia, com todas as particulas fortemente melanizadas. Depois, esta resposta foi
decrescendo e, no sétimo dia, estava em torno de 23%. Na linhagem suscetivel, no periodo
imediatamente apds a emergéncia, ocorreu melanizagao em apenas 53% das fémeas.

1.3.3 As caracteristicas anatomicas

O tamanho do corpo de mosquitos adultos (Culicidae) pode influenciar varios fatores
biondmicos como fecundidade, dispersdao e o indice de agressdao ao hospedeiro. Existem
evidéncias que o volume grande do corpo esta relacionado a uma maior quantidade de sangue
ingerido por ocasido do repasto, maior fecundidade e vida mais longa. Fémeas maiores sao

menos suscetiveis a varias infecgbes virais (NASCI & MITCHELL, 1994), enquanto que as
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fémeas de Aedes aegypti que sdo de tamanho maior sdo as mais infectadas pelo virus da
dengue (SUMANOCHITRAPON et al., 1998). O volume do corpo do mosquito adulto pode ser
influenciado pela densidade populacional em seu estadio larval. A limitagdo de alimento, agao
de produtos quimicos e a competicado por espaco geram adultos menores em diferentes
espécies estudadas.

Para nematdides entomofilicos, os locais de penetragdo mais comuns na cavidade
corporal do inseto sdo a cuticula, o intestino médio e os tubulos de Malpighi. A cuticula e o
revestimento interno do intestino médio funcionam como barreiras fisico-quimicas para
proteger o inseto da agdo de agentes patogénicos. Para invadir a cavidade interna do
hospedeiro, os nematdides devem ser capazes de produzir lesdo na cuticula ou no intestino
médio, ou hidrolisar componentes desses tecidos. Quando a barreira intestinal é rompida, o
nematbdide invade a hemocele e ativa o processo inicial de reparacdo, incluindo aqui a
coagulacdo da hemolinfa, e as respostas celular e humoral de defesa (NAPPI &
CHRISTENSEN, 1987). Espécies de Anopheles possuem o cibario e a armadura faringeal bem
desenvolvidos e podem causar dano letal a microfilaria durante a sua ingestdo. Em Culex, essa
armadura € pouco desenvolvida e estd ausente em Aedes (McGREEVY et al., 1978). Em
estudos de LOWRIE (1991) sobre infeccao por Dirofilaria immitis em Culex quinquefasciatus,

foi demonstrado que 12% das microfilarias apresentavam dano pela acao da armadura cibarial.

Em Culex, ocorre outra forma de dano as microfilarias que € através dos cristais de
oxihemoglobina formados apds a coagulacdo do sangue ingerido fazendo com que sejam
excretadas mais rapidamente (NAYAR & SAUERMAN, 1975). LOWRIE (1991) observou
cristais no intestino médio de Culex quinquefasciatus linhagem Haiti apés 15 minutos da
ingestdo do sangue. Em duas horas, todo 0 sangue ingerido apresentava cristais semelhantes
a agulhas que restringiam o movimento das microfilarias aos tubulos de Malpighi. Também

existiam microfilarias mortas e nos residuos intestinais. RUSSEL & GEARY (1992) realizaram
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infeccao experimental de Aedes (Finlaya) notoscriptus Skuse, 1889 e de Culex (Culex)
annulirostris Skuse, 1889 com microfilarias de Dirofilaria immitis. Observaram que o coagulo
sangulineo formou-se mais rapidamente e com consisténcia mais sélida no intestino médio de
Culex annulirostris, sendo maior 0 numero de microfilarias impedidas de passar para os tubulos
de Malpighi, demonstrando ser um vetor menos eficiente.

AHID et al. (2000) estudaram a competéncia de Culex quinquefasciatus de cinco
regides diferentes do Brasil na transmissdo de Dirofilaria immitis. Observaram que houve
rapida coagulacao do sangue ingerido apds uma hora do repasto, com formacgao de cristais de
oxihemoglobina e diminuicdo dos movimentos das microfilarias, inclusive com presenga de
larvas mortas ou com dano na cuticula.

A matriz peritréfica (MP) pode participar da defesa contra parasitas, além de ter papel
fundamental na digestdo do sangue. Ela é formada por laminas organizadas compostas por
uma complexa mistura de proteinas, glicoproteinas, glicosaminoglicanas e polissacaridios de
quitina. Os mosquitos secretam MP tipo | pelas células do intestino médio e leva
aproximadamente 48 horas para ser formada totalmente, apesar de existirem diferengas
interespecificas consideraveis. Ela é produzida somente apds o repasto e ha um curto periodo
de tempo em que o sangue e o0 patdgeno podem entrar em contato com o epitélio, permitindo a
migracao para o érgao-alvo. Muscidae secretam continuamente MP tipo Il que ja é pré-formada
em células do pro-ventriculo e é eficiente contra bactérias e virus. Mas helmintos e
protozoarios possuem enzimas que permitem atravessa-la ativamente. Devido a necessidade
de controlar as populacdes de insetos e prevenir a transmisséo de patdégenos, LEHANE (1996)
comenta a respeito do uso potencial de componentes do sistema imune do hospedeiro serem
carreados para o interior do inseto através do repasto sangilineo e discutem-se duas
estratégias: atacar o parasita enquanto no interior do inseto ou atacar o inseto propriamente

dito. Algumas pesquisas foram realizadas na década de 1990 mas o sucesso efetivo ocorreu
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com o langcamento de uma vacina comercial cuja acdo € sobre uma glicoproteina componente
da MP do intestino de Boophilus microplus (Canestrini, 1887) que leva ao comprometimento de
sua digestao e consequentemente da fecundidade. A manipulagéo do canal alimentar do inseto
hematéfago no sentido de controlar a transmissao de patégenos depende do estudo basico de
sua estrutura e do processo de digestéo, através do qual é possivel determinar caracteristicas

inerentes as diferentes espécies.

1.3.4 A resposta humoral e a resposta celular

A imunidade dos artrépodes deve-se a resposta humoral e resposta celular, as quais
nao devem ser vistas como processos distintos e sem relagdo (NAPPI & CHRISTENSEN,
1987). Os mecanismos de imunidade humoral sdo conhecidos contra bactérias invasoras e
primariamente envolvem fatores antibacterianos denominados cecoprinas (BOMAN &
HULTMARK, 1987). A resposta celular envolve fagocitose de bactérias, fungos e protozoarios
por hemdécitos, células presentes na hemolinfa, sendo que na maioria dos insetos, a populagao
de hemdcitos circulantes é grande (LACKIE, 1981). As alteragbes celulares que acompanham
o0 encapsulamento dos nematdides em varios insetos incluem proliferacdo de hemdcitos,
mobilizacao, diferenciagdo, degranulacao, lise, adesao e coesao (NAPPI & CHRISTENSEN,
1987).

Os hemdcitos foram estudados e classificados segundo suas funcdes. Os prohemacitos
estao presentes em diferentes espécies de Diptera e sua freqiiéncia € maior em larvas e
pupas. Para LAI-FOOK (1973) séo considerados como células-tronco que podem transformar-
se em plasmatécitos e a auséncia de expansoes citoplasmaticas e granulos sugere que essas
células ndo possuem fungao de fagocitose (KAAYA & RATCLIFFE,1982). No estudo destes
mesmos autores, plasmatocito ovais e redondos foram as células mais comuns observadas em
todos os dipteros e alguns eram capazes de se espalhar em superficies de vidro, através de

expansoes citoplasmaticas longas.

13



Trombocitdides foram descritos por ZACHARY & HOFFMANN (1973) como células que
se desintegravam em numerosos fragmentos anucleados de citoplasma e tendiam a aglutinar-
se e formar uma rede, semelhante ao que acontece com as plaquetas em mamiferos. Em
larvas e adultos, ZACHARY et al. (1975) descreveram como o Unico hemdcito com capacidade
de encapsular corpos estranhos, no caso foi feito implante de celofane nos insetos. ROWLEY
& RATCLIFF (1976) observaram que em larvas estas células tinham grande capacidade
fagocitaria para bactérias.

Granulécitos foram descritos em todos os estagios do inseto como células comuns,
frageis, e na hemolinfa sdo evidenciadas como massas de granulos liberados e de nucleos
chanfrados. Adipohemdcitos foram assim designados por FOLEY (1978) por apresentarem
numerosos vacuolos intracitoplasmaticos, semelhantes a lipidios. GUPTA (1979) reconhece
essas células como uma célula originaria do granulécito. No estudo de KAAYA & RATCLIFFE
(1982), enocitoides foram encontrados apenas em mosquitos e em Calliphora, e como as
células fusiformes possuem funcao desconhecida.

A melanizagdo é um processo bioquimico que esta presente em varias atividades
biolégicas do inseto como coloragdo da casca do ovo, da cuticula, reparacao de
descontinuidade dos tecidos e reacdao de encapsulamento por melanizagdo. Como parte da
resposta imunolégica, a destruicdo de parasitas pelos insetos esta, na maioria das vezes
associada a producdo e deposicao de substancia melanética que efetivamente sequestram o
parasita (CHRISTENSEN & TRACY, 1989). CHRISTENSEN (1981) realizou estudos
laboratoriais sobre resposta imune em exemplares de Aedes (Ochlerotatus) trivittatus Coquillet,
1902 infectados com Dirofilaria immitis. Observou que 41 dos 268 mosquitos infectados
alimentados em um cado com dirofilariose apresentaram resposta imune, a qual foi mais
evidente nos mosquitos que receberam grande numero de microfilarias (21,9 larvas/mosquito).

Os mosquitos que receberam 14,7 larvas, ndo apresentaram resposta imune significativa.

14



Apesar de haver melanizagdo em todos as fases, foi no estagio de microfilaria em que ela ficou
mais evidente. Larvas que migraram através dos tubulos de Malpighi para a hemocele, foram
completamente encapsuladas e melanizadas.

PYE & YENDOL (1972) demonstraram aumento na atividade da fenoloxidase em
insetos inoculados com suspensdo de bactérias. Fenoloxidases sao enzimas-chave na
producdo de material melanético e sua importdncia na reacdo de encapsulamento por
melanizacdo foi confirmada em estudos de NAPPI et al. (1987) e LI & NAPPI (1992), que
demonstraram elevada atividade da enzima na hemolinfa de mosquitos sob imuno-ativagéo
(exposto a microfilaria). Fenoloxidases nos insetos incluem monofenoloxidase (tirosinase) e
difenoloxidases, estas para substratos como dopa, dopamina, N-B-alanyldopamina e N-
acetildopamina.

NAPPI (1975) demonstrou que a dopa descarboxilase e a transacetilase estdo
envolvidas na produgdo de melanina e quinonas a partir da tirosina. Esta substancia € o
principal substrato na biossintese de catecolaminas e quinonas, produzidas durante o
desenvolvimento cuticular e em sua reparagao (NAPPI & CHRISTENSEN, 1987). Tirosina e
seus derivados, e enzimas como fenoloxidase, tem sido descritas como substancias que
participam na reacdo de encapsulamento por melanizag&o por insetos contra parasitas que séo
muito grandes para serem fagocitados (CHRISTENSEN & TRACY, 1989; SHIAO et al., 2001).
NAPPI & CHRISTENSEN (1987) e LI et al. (1989) documentaram que as reagdes de
encapsulamento com melanizagdo estdo associadas a um aumento evidente da atividade da
fenoloxidase, e 0os hemacitos sao fonte desta enzima (LI & NAPPI, 1992). Em 1990, MUNKIRS
et al., relataram em Aedes (Stegomya) aegypti Linnaeus, 1762 imuno-ativado a presenca de
tirosina, dopamina e B-alanil-dopamina na hemolinfa, sem que houvesse alteracées na

concentracao destas substancias nos grupos controle e teste.
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CHRISTENSEN & HUFF (1990) estudaram o efeito da radiagcdo gama sobre a resposta
imune de Aedes aegypti mediada por hemdocitos desencadeada pela presenca de microfilarias.
Concluiram que a radiacdo gama externa nao afetou significativamente a proliferacdo de
hemocitos associados ao encapsulamento melanético, mas comprometeu a atividade da
monofenoloxidase, envolvida nos processos bioquimicos associados a producdao de

substancias melanoéticas que sequiestram microfilarias.

ZHAOQO et al. (1995) estudaram em Armigeres (Armigeres) subalbatus Coquillet, 1898
(Culicidae) infectados com Brugia malayi (Brug, 1927), os niveis de tirosina e seus derivados e
também, de enzimas que atuam no metabolismo de catecolaminas durante a reacédo de
encapsulamento por melanizagdo contra microfilarias. Tirosina e dopa foram detectadas na
hemolinfa tanto do grupo controle quanto do grupo imuno-ativado. Neste grupo, tirosina estava
aumentada significativamente entre 6 e 12 horas apds o repasto sangiiineo e dopa estava
também aumentada em 6, 12 e 24 horas ap6s a exposicao a microfilaria. Houve aumento da
atividade da fenoloxidase e da dopa-descarboxilase, relacionadas com os niveis de tirosina e
de dopa na hemolinfa.

Foi através de estudos ultraestruturais de encapsulamento de nematdides filarioides por
mosquitos que se revelou a participacdo de hemdcitos na resposta imune. Os tubulos de
Malpighi das fémeas adultas de Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus (Wiedemann, 1821) sao
compostos por dois tipos de células. As células primarias representam 80 a 85 % das células
que revestem os tubulos. Possuem nudcleos grandes e microvilosidades apicais volumosas que
podem ou nado conter mitocéndrias. O segundo tipo, sdo as células estreladas que possuem
microvilosidades apicais pequenas e nao contem mitocéndrias (BRADLEY et al.,1982). As
microvilosidades apicais sdo essenciais para o processo de secrecao de urina. Nos insetos, ela
€ produto de transporte ativo de ions e agua através das células que revestem o tubulo e as

mitocdndrias devem prover de energia a bomba de ions nos vilos apicais (HARVEY, 1980). O
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comprometimento das mitocondrias nos vilos apicais esta associado a uma cessacao do
transporte de ions e agua, podendo resultar na morte do hospedeiro.

BRADLEY et al. (1984) realizaram o estudo ultraestrutural de tubulos de Malpighi de
Aedes taeniorhynchus infectados experimentalmente com Dirofilaria immitis. As alteracdes
patolégicas nas células foram observadas apenas 24 e 48 horas apds a infeccdo. Houve
reducdo no volume das microvilosidades, da porcentagem do volume da microvilosidades
ocupadas por mitocdndrias e do volume da propria mitocondria. Nas primeiras 24 horas, as
microfilarias invadiram as células primarias, permanecendo no citoplasma envoltas por uma
zona clara, livres na substancia fundamental, sem membrana limitante. Segundo TRAGER
(1974) e BLOOM (1979), essa disposicao dificulta a célula hospedeira de atingir o parasita com
lisossomos. Além disso, 0 parasita estd em contato direto com o citoplasma, meio rico em
nutrientes dissolvidos, cujo transporte é transcuticular. Pela sua localizacdo intracelular, o
parasita é ainda protegido do complexo de enzimas fenoloxidases, presentes nos hemdécitos e
parte do sistema imune do hospedeiro.

Freqlentemente numerosos fragmentos de material pigmentado, com didmetros
semelhantes ao de microfilarias pigmentadas podem ser vistos na hemocele de mosquitos
infectados por filarias. CHEN & LAURENCE, (1985) demonstraram que esse material
corresponde a bainhas de microfilarias encapsuladas, quando estudaram a infeccdo de Aedes
aegypti linhagem suscetivel e Anopheles (Anopheles) quadrimaculatus Say, 1824 com Brugia
pahagi (Buckley and Edeson, 1956) apo6s repasto em gato infectado. Para comparar, foram
injetadas na hemocele de um grupo de fémeas de Anopheles quadrimaculatus, microfilarias
vivas e em outro grupo, fragmentos de bainhas pigmentadas de microfilarias. Neste ultimo
grupo houve contato de plasmatécitos com os fragmentos em 50 minutos apos a infeccao,
estando totalmente encapsuladas entre 8 e 12 horas apds. Por se um material inativo, o

encapsulamento ocorreu mais rapidamente. No primeiro grupo essas células apareceram ao
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redor das microfilarias vivas aproximadamente 2 horas ap6s a inoculagcdo. Seu
encapsulamento ndo foi observado antes de 24 a 48 horas apés a infecgao, justificado pela
atividade da microfilaria na hemocele.

FORTON et al. (1985) estudaram ultraestruturalmente a resposta de melanizacao de
Aedes trivittatus contra microfilarias de Dirofilaria immitis inoculadas intratoracicamente. A lise
dos hemdécitos e a melanizagao das microfilarias iniciaram imediatamente apds a exposicdo na
hemocele. A deposicéo inicial de melanina ocorreu aleatoriamente ao longo da superficie da
microfilaria e rapidamente aumentou de espessura. Nao houve encapsulamento por hemécitos,
mas podem ser necessarios para a ativagao da reacao de melanizacao. Apesar de hemdécitos
intactos ndo serem abundantes, os presentes mostravam o0 que parecia ser secrecao ativa de
vacuolos limitados por membrana, em direcdo a microfilaria, mas ndo apresentando contato
direto. Trés dias ap6s a inoculagédo, houve deposicdo de membranas ao redor da microfilaria
melanizada e remanescentes de hemocitos, sugerindo que sua ocorréncia é para fazer
isolamento do material.

BRADLEY & NAYAR (1985) relataram os resultados da melanizagao intracelular de
larvas de Dirofilaria immitis em tdbulos de Malpighi de Aedes (Ocherotatus) sollicitans (Walker,
1856). Os resultados indicaram que a forma de deposicdo de melanina e as caracteristicas
ultraestruturais do pigmento ao redor do parasita sdo idénticas aquelas observadas em
nematdides que sofreram melanizacdo humoral em outros dipteros. Nos tubulos de Malpighi,
nao foi observado contato entre a larva melanizada com a hemolinfa ou com hemacitos. Os
resultados sugerem que os tubulos de Malpighi desta espécie de mosquito sao capazes de
induzir uma resposta melanética para parasitas nematodides. Com este trabalho, os autores
questionam ainda a razdo da melanizacado de Dirofilaria immitis ndo ser observada com a
mesma freqléncia em outras espécies de mosquitos e o motivo da existéncia de larvas

melanizadas em alguns tdbulos, enquanto que em outros ndo acontece isso.

18



CHRISTENSEN & FORTON (1986) realizaram estudo ultraestrutural da melanizacao de
microfilaria de Dirofilaria immitis inoculadas intratoracicamente em Aedes aegypti suscetivel. A
reacao inicial foi lise de hemocitos na superficie da microfilaria ou proximo a elas antes da
deposicdo do pigmento. A formacdo da melanina pode ocorrer concomitante a lise de
hemdécitos, mas durante os estagios iniciais da reacdo, alguns hemocitos intactos
apresentavam material eletron-denso intracitoplasmatico, semelhante ao observado na
superficie da microfilaria. Muitos fragmentos celulares foram observados em sua superficie,
juntamente com os depédsitos de melanina. Em estagios mais avancados observaram-se
estruturas semelhantes a membrana, dispostas ao redor do parasita, onde os depdsitos de
melanina e restos celulares estavam aumentados, eventualmente isolando a reacdo da
hemolinfa. Ha diferencas entre a capacidade imune de Aedes aegypti e de Aedes ftrivittatus em
resposta a inoculagdo de microfilarias, mas a investigacao ultraestrutural ndo foi capaz de
informar as causas dessas diferencas (CHRISTENSEN et al., 1984).

BRADLEY & NAYAR, em 1987, estudaram sob microscopia eletrénica de transmissao,
fémeas de Anopheles quadrimacularus infectadas com Dirofilaria immitis apds repasto em cao
contaminado. As células primarias dos tubulos de Malpighi desta espécie possuem grandes
vilosidades apicais com numerosas mitocdndrias e caracterizam-se pela presenca de
concregdes intracitoplasmaticas mineralizadas envoltas por membrana. Apo6s invasao de
tibulos de Malpighi, em 24 horas a microfilaria localizava-se no citoplasma das células
primarias, em uma zona clara sem membrana. Em muitos espécimes, as membranas das
concrecdes estavam interrompidas.

TALLURI et al. (1993) realizaram um estudo ultraestrutural do desenvolvimento de
Dirofilaria repens em tubulos de Malpighi de linhagens suscetivel e resistente de Aedes
aegypti. Observaram que, 24 horas apds o repasto, a Unica diferenca entre as linhagens foi a

presenca de numerosos ribossomos livres e mitocdndrias, além de reticulo endoplasmatico
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granular mais evidente em células primarias de tubulos de Malpighi de linhagem resistente.
Aos 13 dias, L3 foi observada no aparelho bucal apenas dos mosquitos da linhagem suscetivel.

GUO et al. (1995) estudaram as alteragdes ocorridas nos hemécitos de Armigeres
subalbatus infectados por Brugia malayi durante o encapsulamento com melanizacado. Houve
reducao significativa da populagao de hemécitos em 24 horas pés-infecgédo, voltando ao nivel
normal entre 48 e 72 horas. O nivel de fenoloxidase estava evidentemente elevado em torno
de 12 horas pés-infecgéo.

Existem proteinas plasméticas da hemolinfa dos insetos que possuem atividade
antibacteriana estudadas em linhagem celular de Aedes (Stegomya) albopictus (Skuse, 1894)
e em Anopheles (GWADZ et al., 1989; COCIANCICH, 1994). Proteinas antimicrobianas
especificas contra parasitas eucaridticos nao foram relatadas, mas BEERNTSEN &
CHRISTENSEN (1990) descreveram a presenca do polipeptidio 84-kDa diferenciado na
hemolinfa de Aedes aegypti durante o processo de encapsulamento com melanizacdo de
microfilarias.

Os estudos incrementados na década de 1970 sobre as células da hemolinfa de
artropodes foi o ponto de partida que permitiu a compreensao dos mecanismos basicos de
defesa contra agentes patogénicos. Através de estudos ultraestruturais desenvolvidos
principalmente nos anos de 1980 foi dada énfase a relagcdo entre os hemdcitos e a
melanizacdo de parasitas nematoides, enfocando as filarias, principalmente Dirofilaria immitis.
Na década de 1990 os estudos tém demonstrado proteinas presentes na hemolinfa, com
capacidade antibacteriana. Ao longo dos anos tem sido acrescentados conhecimentos que
permitem estar mais préximos do entendimento da suscetibilidade ou resisténcia dos
potenciais vetores.

1.4 Potenciais vetores de Dirofilaria immitis
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A subfamilia Culicinae conta com aproximadamente 1700 espécies distribuidas em mais
de 20 géneros, sendo que dois tergos destes pertencem aos géneros Aedes e Culex, e dentre
estes, varias espécies sao importantes para a saude publica.

Nos Estados Unidos LUDLAM et al. (1970) reuniram em uma tabela os resultados dos
diferentes estudos realizados até entdo sobre os mosquitos transmissores da Dirofilaria canina
em diferentes partes do mundo. Relacionaram 64 espécies nas quais foram encontradas larvas
completamente desenvolvidas. A maioria dos dados refere-se a infecgbes experimentais,
havendo poucos casos de mosquitos com larvas infectantes capturados em seu ambiente
natural.

No Brasil infec¢des experimentais com Dirofilaria immitis tiveram sucesso com Aedes
(Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848) (MACEDO et al., 1998), Culex quinquefasciatus
(BRITO et al., 1999), Culex quinquefasciatus de cinco regides diferentes do pais (AHID et al.,
2000) e Aedes aegypti populacdo Rio de Janeiro (SERRAO, 2001), demonstrando que estas
espécies sao potenciais vetores de Dirofilaria. LOURENCO-DE-OLIVEIRA & DEANE (1995) ao
estudarem a ecologia de mosquitos do Estado do Rio de Janeiro, encontraram larvas L3 ativas
em tubulos de Malpighi de Aedes taeniorhyncus e em Aedes scapularis, presumindo serem
formas evolutivas de Dirofilaria immitis. Este seria o Unico relato de infeccao natural nestas
espécies no Brasil.

1.4.1 Culex quinquefasciatus como potencial vetor de Dirofilaria

O culicideo Culex quinquefasciatus é tido como cosmotropical por distribuir-se tanto em
regides urbanas quanto tropicais e neotropicais. Nas Américas estende-se desde as partes
Central e Sul dos Estados Unidos até a Argentina. No Brasil esta espécie esta disseminada em
praticamente todos os centros urbanos, em geral associada a condicées precérias de
saneamento, principalmente no que diz respeito a aguas residuais (URBINATTI et al., 2002).

Constitui uma espécie de grande importancia na saude publica e sanidade animal, responsavel
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pela veiculacao de patdgenos como poxvirus aviario, Brugia malayi ao homem e gatos, virus
St. Louis e Wuchereria bancrofti ao homem, Plasmodium cathemerium Hartman, 1927 aos
passaros e Dirofilaria immitis aos cdes (VIANNA et al, 1996). E considerado em regides
neotropicais como o mais eficiente vetor da filaria bancroftiana ao homem. O contato
antropofilico prolongado das fémeas permite a migracao das formas larvais infectantes através
da probéscide do vetor para a pele do hospedeiro (FORATTINI, 2002).

Este mosquito se apresenta adaptado ao ambiente humano e em todas as fases de sua
vida mantém-se relacionado com o homem tanto no meio urbano como no rural. Suas formas
imaturas adaptaram-se ao desenvolvimento em agua poluidas que fornecem os alimentos aos
varios estadios larvais. Os criadouros tanto do ambiente domiciliar como peridomiciliar sdo os
mais variados, constituidos de recipientes artificiais e pequenas cole¢coes de aguas de baixa
movimentacao ou paradas no solo. Desta forma os criadouros tipicos sdo representados por
colecbes de aguas altamente poluidas, com abundante matéria organica e protegidos da
exposicao solar. Os adultos tém habitos essencialmente noturnos e freqliientam de maneira
assidua os domicilios para abrigo e repasto e sdo considerados como mosquitos de baixa
exofilia e elevada endofilia. Os abrigos diurnos caracterizam-se por escassez ou auséncia de
luz e existéncia de certos graus de temperatura e umidade (FORATTINI, 2002).

No que concerne as preferéncias sangiineas, Culex quinquefasciatus possui algum
ecletismo. Para alguns pesquisadores possui acentuada antropofilia, ndo se descartando a
presencga de ornitofilia e mesmo de saurofilia (FORATTINI et al., 1987; CASTEX et al., 1990).
Na Argentina, ALMIRON & BREWER (1995) estudaram a preferéncia de culicidios por sangue
de quatro vertebrados diferentes: sapos, galinhas, coelhos e tartarugas. Observaram que Culex
quinquefasciatus alimentava-se preferencialmente em galinhas, coelhos e tartarugas. No sul da
india, SAMUEL et al. (2004) estudaram o habito alimentar de Culex quinquefasciatus e

Mansonia (Masonioides) annulifera (Theobald, 1901), dois grandes vetores de filaria na regiao.
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Os resultados mostraram que ambos sao altamente antropofilicos, sendo identificado sangue
humano em 74% e 66% dos espécimes coletados, respectivamente. Em areas endémicas é
um fator a ser considerado na persisténcia da doenca. A atividade hematéfaga é noturna,
inicia-se no crepusculo vespertino e alcanga valores maximos de atividade apds as 22 horas,
para decrescer gradualmente até a chegada do crepusculo matutino. Normalmente as fémeas
gravidas sao encontradas préximo a criadouros, enquanto que as recentemente ingurgitadas o
sao nos domicilios (FORATTINI, 2002).

O mosquito Culex quinquefasciatus que possui forte tendéncia a ornitofagia, parece ter
apenas recentemente se adaptado aos mamiferos e pode nao ter desenvolvido mecanismos
eficientes para bloquear a resposta das plaquetas dos mamiferos, enquanto que as aves
possuem trombdcitos relativamente ineficientes. RIBEIRO (2000) comparou o tempo de
procura por sangue intradermal de Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti e Anopheles
(Nyssorhynchus) albimanus Wiedemann, 1820. Os dois Ultimos géneros parecem ter uma
associacdo com mamiferos desenvolvida ao longo da evolugdo. O autor supracitado observou
que Culex demora muito mais tempo para encontrar o sangue no homem e no rato que os dois
outros géneros, enquanto que quando em contato com galinha este tempo diminui
sensivelmente.

O sangue é o principal nutriente da fémea de Culex quinquefasciatus para a evolugao
do ciclo gonotréfico. Sua digestdo envolve a agao de enzimas proteoliticas, a absorcao dos
produtos de digestao pelo epitélio do intestino médio e seu transporte para a hemolinfa
(OKUDA et al., 2002). Devido a habito da hematofagia, as fémeas de mosquitos séo vetores de
importantes patégenos tanto ao homem quanto aos animais, pois seu intestino esta exposto ao
ambiente externo. Os agentes patogénicos sao ingeridos com 0 sangue e 0S processos
digestivos no intestino médio do vetor podem influenciar em seu desenvolvimento. OKUDA et

al. (2002) estudaram a morfologia funcional do intestino médio de fémea adulta de Culex
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quinquefasciatus durante o repasto. Eles observaram que a morfologia era muito similar a de
outros Culicidae. As duas regides distintas, uma porgao anterior e estreita era situada no térax,
e uma porcao posterior dilatada localizava-se no abdémen. Na luz, a flora bacteriana se
mantinha mesmo com a digestdo do sangue. Internamente era revestido por monocamada de
células epiteliais com microvilosidades. Quando sem conteudo a luz da porcdo anterior
apresentava o epitélio com espessura irregular; a porcdo posterior possuia o epitélio com
aparéncia regular, separado das camadas circular e longitudinal de células musculares pela
lamina basal multilaminar e estriada. Traquéolas envolviam ambas as por¢coes do intestino
médio. As células colunares do intestino médio eram unidas por juncdes intercelulares e
juncdes gap na regido apical. A membrana nesta regido continha numerosas microvilosidades,
enquanto que a membrana lateral possuia numerosas invaginagbes sem apresentar jungoes
intercelulares. O nulcleo das células colunares era volumoso, ovalado, com nucléolo central e
proeminente. Sob microscopia eletrdnica de transmissao, os autores observaram que existiam
numerosas mitocondrias tanto na regido basal quanto apical da célula, entremeadas com
ribossomos livres e reticulo endoplasmatico granular. Em mosquitos ndo alimentados, células
do intestino posterior possuiam na porg¢ao supranuclear areas delimitadas e claras, lembrando
lisossomos, sendo envolvidas por mitocéndrias.

Apds a ingestdo do sangue, a alteragdo mais evidente observada era a distens@o do
intestino médio posterior. As células digestivas com padrdao colunar, com aproximadamente
25um de altura no mosquito ndo alimentado, distendiam-se lateralmente apdés o repasto,
passando a medir 2,5um, adquirindo a forma cubdide. Aparentemente a distens&o era causada
por reducdo da densidade das microvilosidades e estiramento da membrana basal. Havia
estreitamento dos espacos intercelulares sem alteracdes das respectivas jungdes. As células
da porcao anterior do intestino médio mantinham seu padrao colunar. Poucos minutos apos a

ingestao, os eritrocitos eram retidos no coagulo e a parte liquida (soro) deslocada para a
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periferia do bolo alimentar, separado em duas zonas claramente visiveis até 18 horas apés o
repasto, quando ocorria 0 desaparecimento do soro, levando a redugao do conteddo e da
distensdo do intestino médio, voltando o epitélio da porcdo posterior ao padrdo colunar
anterior. Numerosas vesiculas e corpos multivesiculares estavam presentes entre as
mitocéndrias apicais nas células epiteliais de ambas as regides. A membrana peritréfica era
evidente na porgdo posterior do intestino médio ap6s 12 horas do repasto. A digestdo do
sangue foi completada apds 72 horas do repasto, e neste periodo foi observada descamacao
celular na luz intestinal (OKUDA, 2002). ROMOSER et al. (2000) constataram que a membrana
peritréfica esta sempre presente em Culex, enquanto sua ocorréncia é variavel em Aedes.
Estudos experimentais colocam Culex quinquefasciatus como um vetor secundario de
Dirofilaria. LOWRIE (1991) estudou a eficiéncia de duas cepas geograficamente distintas de
Culex quinquefasciatus como vetores de Dirofilaria immitis comparativamente a uma cepa de
Aedes taeniorhynchus. Quando as duas cepas de Culex foram alimentadas com sangue de
cao com 110 microfilarias/20 pl observou-se que 1,2% e 0,3% dos mosquitos respectivamente
desenvolveram L3 de Dirofilaria immitis. Na concentragdo de 400 microfilarias/20 ul de sangue
este indice foi de 1,6% e 0,5%. Na infeccdo de Aedes taeniorhynchus com as mesmas
concentracbes de microfilarias, observou-se que 20% e 31,5% dos mosquitos respectivamente
desenvolveram larvas L3. A baixa infec¢cdo de Culex seria justificada pela formagao de cristais
de oxihemoglobina no intestino médio, que comega a acontecer 15 minutos apds o repasto
estando 75% do sangue ingerido cristalizado em 1hora. Esses cristais impediriam a migracéo
das microfilarias para os tubulos de Malpighi. O autor comenta ainda que nunca observou a
formacao de cristais quando Culex quinquefasciatus ingeria sangue humano, de macaco ou de
cobaia. Ha a lise apenas de eritrocitos do cdo, desconhecendo os fatores que poderiam estar
envolvidos. Neste mesmo estudo o autor atribuiu @ armadura cibarial robusta de Culex, o dano

em 12 % das microfilarias de Dirofilaria immitis enfatizando que a baixa eficiéncia desta
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espécie como vetor deste parasita estaria mais relacionada a formacdo de cristais de
oxihemoglobina no sangue ingerido. Estudos anteriores de MCGREEVY et al.(1978) reportaram
que a armadura cibarial robusta de Culex quinquefasciatus causou dano e matou apenas 6%
das microfilarias de Wuchereria bancrofti ingeridas.

BRITO et al. (1999) pesquisaram experimentalmente a suscetibilidade de Aedes aegypti
e Culex quinquefasciatus provenientes da regido de Maceié, Brasil a infeccao por Dirofilaria
immitis. Larvas L3 foram observadas em ambas as espécies, mas ficou demonstrado que
Aedes aegypti é sete vezes mais eficiente como vetor do que Culex quinquefasciatus. Em
2000, os mesmos autores detectaram 3,1% de caes positivos para Dirofilaria immitis em uma
populacédo canina de Maceié, no nordeste do Brasil. Fémeas de Culex quinquefasciatus foram
alimentadas de forma artificial com sangue de caes positivos que continham aproximadamente
560 microfilarias/ml e apdés 15 dias, larvas L3 foram isoladas de tubulos de Malpighi,
confirmando a competéncia vetora desta espécie para a Dirofilaria.

Outro estudo experimental foi conduzido por LAI et al. (2000) onde alimentaram Aedes
albopictus e Culex quinquefasciatus com sangue canino contendo 2500 a 25000
microfilarias/ml. Em Aedes albopictus o nimero de larvas que se desenvolveram foi maior,
sendo maior também a mortalidade das fémeas ingurgitadas desta espécie. No caso das
densidades maiores, a mortalidade de ambas as espécies foi igual. Aedes albopictus mostrou-
se mais eficiente como vetor, mas seu tempo de sobrevivéncia foi reduzido. Cades com baixa
filaremia sdo as principais fontes de infeccao para os mosquitos destas espécies.

AHID et al. (2000), estudaram no Brasil, cinco populagbes diferentes de Culex
quinquefasciatus, que foram capazes de desenvolver Dirofilaria immitis até o estagio infectivo.
A eficiéncia como vetor e 0 numero de microfilarias infectantes foram baixos, demonstrando ser
essa espécie um vetor secundario. Mas os autores consideram que a suscetibilidade desta

espécie pode variar entre as populagdes devido as diferengas na freqiiéncia de repasto sobre a
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populagdo canina. Por estar presente o ano todo conforme a regido do pais, a freqtiéncia de
hematofagia na populacdo canina pode ser maior, aumentando a oportunidade de infeccao.
Tendo em vista o carater antropofilico desta espécie, 0 homem pode vir a tornar-se hospedeiro
ocasional da dirofilariose (AHID & LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1999).

No periodo de margo de 1995 e fevereiro de 1996, LABARTHE et al (1998) realizaram
captura de 21 espécies de mosquitos na regido de Niterdi, area com alta prevaléncia de
dirofilariose, usando como iscas o ser humano, 0 cdo e o gato, o qual mostrou-se menos
atrativo aos mosquitos. As quatro espécies mais freqlientes foram Aedes taeniorhyncus, Culex
quinquefasciatus, Aedes scapularis e Culex (Culex) declarator Dyar & Knab, 1906,
considerados como vetores potenciais da doenca em areas endémicas.

No Parana, SILVA et al. (2003) estudaram a fauna de Culicidae e a identificacao de
provaveis vetores naturais de filariose canina em area enzoética de Guaratuba, no litoral
paranaense. Foram identificadas 1086 fémeas dos géneros Culex spp., Aedes spp., Mansonia
spp., Psorophora spp., € Uranotaenia spp. Outras 454 fémeas foram dissecadas para
investigar a presenga de microfilarias, sendo negativo o resultado para vetores naturalmente
infectados. Culex quinquefasciatus foi predominante em nimero de exemplares de todas as
coletas e por seu elevado grau sinantrépico, esta espécie pode ser tida como mosquito
suspeito de estar envolvido na transmissao de Dirofilaria immitis.

Na zona oeste do Rio de Janeiro onde, em 1990, 31% dos caes estavam parasitados,
COSTA et al. (2004) realizaram uma pesquisa da fauna de culicidios e atualizagdo da
prevaléncia da dirofilariose em duas popula¢des caninas: uma ndo assistida por médicos
veterinarios e outra regularmente assistida por esses profissionais, a qual recebeu a
medicacao preventiva durante 12 meses. A prevaléncia da infeccdo canina por Dirofilaria
immitis detectada por teste imunoenzimatico foi de 1,9% na populagdo nao assistida € nenhum

cao positivo foi encontrado entre aqueles regularmente assistidos. Os autores creditam o
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declinio evidente da prevaléncia da dirofilariose canina na regido ao uso sistémico da
medicacdo preventiva. Entre os vetores eficientes na regido, foram capturados em baixa
freqUéncia Aedes scapularis, considerado vetor primario para caes, Culex quinquefasciatus,
vetor secundario para caes e primario para gatos e Aedes taeniorhynchus.

1.5 Animais suscetiveis ao desenvolvimento de Dirofilaria immitis

O cao é o mamifero infectado comumente por Dirofilaria immitis e é considerado o
reservatério significativo da infeccdo. Nas areas onde a infecgdo é enzodtica no cao, outros
mamiferos podem tornar-se infectados, como gatos domésticos e selvagens, coiotes, raposas,
lobos, ferrets, ledes marinhos, eqlinos e mais raramente o ser humano (JUBB et al., 1993).

Com o deslocamento constante de animais entre diferentes regides geograficas muitos
parasitas sao disseminados e introduzidos em ambientes que possuem condigbes para o seu
desenvolvimento, podendo vir a tornar-se enzobticos.

O gato é um hospedeiro definitivo inadequado. A dirofilariose felina € doenca de
distribuicao geografica cosmopolita, embora menos freqliente que a canina, mesmo em areas
endémicas. Existem numerosos relatos da ocorréncia da infeccao felina, embora a maioria
sejam casos isolados. No Japao gatos infectados podem ser encontrados por todo o pais, com
prevaléncia de até 7%. Na ltalia ha variagao de 3 a 23 %, dependendo da regidao. Nos Estados
Unidos a prevaléncia € entre 1,1 e 16%. Também na Austrdlia, Venezuela, Canada foram
relatados casos de dirofilariose em gatos. No Brasil foi descrita em 1921. Em geral o gato
parasitado possui menos de seis parasitas adultos, atingem tamanho menor que nos caes e
possuem a vida mais curta. O periodo pré-patente é maior que nos caes, em torno de oito
meses e apenas 50% dos gatos infectados desenvolvem a doenga (SCHREY &
TRAUTVETTER, 1998; ALMOSNY et al, 2002).

Os gatos sdo mais resistentes, desta forma exigindo um nivel de exposi¢do mais alto

para o desenvolvimento de infecgbes por parasitas adultos. Para que isso acontega, ha a
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necessidade de um reservatério, geralmente um cao positivo para microfilarias, temperatura
ambiente relativamente elevada em que L3 possa desenvolver-se e 0 mosquito suscetivel que
se alimente primeiro em um cdo e depois em um gato (DILLON, 2001). Em um estudo
experimental realizado por MANSOUR et al. (1996) a infecgdo com 100 larvas L3 resultou no
desenvolvimento de 60 a 75 vermes adultos em 90% dos caes e em apenas 3 a 10 vermes
adultos em cerca de 75% dos gatos. O risco para os gatos estd em areas endémicas, onde tem
maior probabilidade de sofrerem picadas repetidas por mosquitos infectados em um periodo de
2 a 3 meses. Até nove parasitas adultos podem ser encontrados em infeccbes espontaneas no
gato, enquanto que no cao pode chegar a 150. No Rio de Janeiro, LABARTHE et al. (1998),
examinaram 125 gatos através de testes laboratoriais e exames anatomopatolégicos, e
encontraram apenas um animal portador de um exemplar de Dirofilaria immitis localizado no
lobo pulmonar direito, o qual apresentava hipertrofia severa da camada muscular de artérias e
arteriolas pulmonares. Nao foram observadas microfilarias no sangue de nenhum dos gatos
examinados. A prevaléncia do mesmo parasita em caes da mesma area era de 12%
aproximadamente. Em um estudo anatomopatolégico de 184 gatos na Geodrgia, Estados
Unidos, CARLETON & TOLBERT (2004) encontraram espécimes de Dirofilaria immitis adultos
em apenas quatro animais. Demonstraram que a prevaléncia da dirofilariose felina na regiao é
baixa, mas proxima a de regides com topografia semelhante.

O diagnoéstico da doenga no gato é dificil porque a microfilaremia raramente é
observada, o que o exclui como reservatério de larvas infectantes. A periodicidade de
microfilarias de Dirofilaria immitis foi estudada por NOGAMI et al. (2000). Os gatos foram
infectados com formas adultas imaturas com 120 dias de idade. As microfilarias apareceram no
sangue apds 98 dias da implantacdo e o horario de maior densidade foi entre 1:00 e 3:00,
caracterizando a periodicidade como noturna sub-periddica. HAYASAKI et al. (2003)

observaram a variagao diurna da microfilaremia em quatro gatos infectados experimentalmente
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com 100 a 123 larvas de Dirofilaria immitis. Somente um gato desenvolveu microfilarias e
observou-se 0 nimero maximo no periodo noturno. Ao exame necroscépico, neste animal
foram encontrados dez parasitas adultos. O antigeno do parasita normalmente esta bem
abaixo dos niveis médios e as alteracoes radioldgicas e os parametros das analises do sangue
sao sutis e inespecificos. No diagnéstico diferencial devem ser consideradas as infecgdes por
parasitas pulmonares. Em 1996, Heska Corp. introduziu no mercado o teste ELISA para
pesquisa de anticorpo circulante especifico para gatos.

DeFRANCESCO et al. (2001) realizaram um estudo retrospectivo de doze anos em 43
gatos com infeccdo por Dirofilaria immitis, com o objetivo de determinar a utilidade da
ecocardiografia no diagndstico da dirofilariose comparando com outros testes, como radiografia
do térax, pesquisa de anticorpo e pesquisa de antigeno. Em dezessete dos 43 gatos
observaram-se parasitas adultos através da ecocardiografia, a maioria em artérias pulmonares.
Em 22 gatos submetidos a todos os testes citados, o teste antigeno foi positivo em 12 e o teste
de anticorpo em 18. Dilatagdo evidente de artérias pulmonares detectadas através do exame
radiografico e presenca de parasitas adultos através de ecocardiografia foram observados em
14 animais. Em cinco gatos negativos no teste antigeno a infeccdo foi diagnosticada
exclusivamente pelo ecocardiograma.

Na dirofilariose crbnica do gato, a sindrome caval é uma séria complicacao,
caracterizada por anorexia, dispnéia, fraqueza, anemia, hemoglobindria, disfuncao hepatica e
renal, faléncia cardiaca e as vezes, coagulacao intravascular disseminada. A migracdao dos
parasitas adultos das artérias pulmonares, para o ventriculo e atrio direitos e veia cava causa
lesdo na valvula tricispide. A insuficiéncia valvular reduz o débito cardiaco, ha hemdlise na
passagem do sangue pelos parasitas levando a altos indices de mortalidade. Morte subita

pode ocorrer por tromboembolismo (STRICKLAND, 1998; SCHEREY & TRAUTVETTER,
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1998). CORNEGLIANI et al. (2003) descreveram dois casos de lesdes nodulares cutaneas
causadas por Dirofilaria immitis em gatos provenientes em area endémica no norte da Italia.

Além do cao e do gato, existem registros do parasita em outras espécies domésticas.
KLEIN & STODDART (1977) relataram a presenca de Dirofilaria immitis em um equino (Equus
caballus Lynnaeus, 1758). Quatro parasitas adultos estavam nas veias pulmonares € um no
ventriculo direito do coracdao. THURMAN et al.(1984) diagnosticaram arteriosclerose em um
equino quarto-de-milha, macho, de 20 meses de idade, causada por parasitas adultos de
Dirofilaria immitis. Este animal também apresentou endoarterite proliferativa em vasos
pulmonares, leséo tipica observada em caes com dirofilariose.

Também os animais selvagens séo suscetiveis a infeccao por Dirofilaria immitis e varios
relatos foram feitos em animais de vida livre e em cativeiro. STARR & MULLEY (1988)
examinaram o coragao e os pulmodes de 32 dingos (Canis familiaris dingo Lynnaeus, 1758) na
Australia e 18 deles apresentavam infeccao por Dirofilaria immitis, variando de um a 31
exemplares por animal. Em sete animais, os parasitas eram de um Unico sexo. A microfilaremia
era alta nos dingos infectados por parasitas de ambos os sexos.

Na Espanha, CORTAZAR et al. (1994) determinaram a prevaléncia de Dirofilaria immitis
entre 433 raposas vermelhas (Vulpes vulpes Desmarest, 1820), havendo 46 delas positivas,
nas quais foram encontradas de um a 36 parasitas por hospedeiro. Uma pesquisa na Australia
por MARKS & BLOOMFIELD (1998) em 125 animais desta mesma espécie revelou que oito
raposas vermelhas eram positivas e seis delas apresentavam microfilaremia. Em um estudo
sobre a infecgdo por helmintos em 47 lobos (Canis lupus Lynnaeus, 1758)), residentes no
noroeste da Espanha, SEGOVIA et al. (2001) isolaram Dirofilaria immitis em 2,1% dos animais
examinados.

Em uma raposa cinzenta fémea (Urocyon cinereoargenteus Schreber, 1775) encontrada

morta em ambiente natural nos Estados Unidos foram encontrados 11 exemplares adultos de
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Dirofilaria immitis no atrio e ventriculo direitos, artérias pulmonares e pulmao. As lesbes
microscopicas descritas nos respectivos 6rgaos eram compativeis com dirofilariose (CARLSON
& NIELSEN, 1983). Examinando coracboes e pulmdes de 293 coiotes (Canis latrans), 85
raposas vermelhas e 70 raposas cinzentas, WIXSOM et al. (1991) observaram que a
prevaléncia de Dirofilaria immitis difere em espécie selvagens de canideos que convivem
dentro de uma mesma area e durante o mesmo periodo. Observaram um a cem exemplares
em 19 coiotes, um a sete exemplares do parasita em cinco raposas vermelhas, enquanto que
em raposas cinzentas nao foram encontrados espécimes deste parasita. Na Califérnia, Estados
Unidos, SACKS & CASWELL-CHEN (2003) determinaram que a infecgéo por Dirofilaria immitis
€ enzodtica para caes e coiotes.

Em racoon (Procyon lotor Lynnaeus, 1758), SNYDER et al. (1989) isolaram no
Alabama, EUA, dois exemplares fémeas imaturas de Dirofilaria immitis no coragdo. Outra
espécie de racoon (Nyctereutes procyonoides viverrinus Temminck) também é suscetivel a
dirofilariose. No Japao, NAKAGAKI et al. (2000) realizaram o exame necroscépico de 75
destes animais e em oito deles foram observados exemplares de Dirofilaria immitis. Em uma
fémea adulta existiam microfilarias no Utero.

Em uma lontra (Lontra longicaudis Olfers, 1818) macho em cativeiro na Coréia do Sul
que veio a 6bito por congestao pulmonar severa, foram encontrados no ventriculo direito, dois
exemplares, um macho e uma fémea de Dirofilaria immitis. Apesar de terem sido observadas
microfilarias no Utero do parasita, ndo foram encontradas no sangue circulante (MATSUDA et
al., 2003).

Em trés ledes marinhos (Zalophus c. californiatus Lesson, 1828) adultos capturados na
Califérnia e mantidos em cativeiro na Flérida, area enzootica de dirofilariose, foram
encontrados varios exemplares de Dirofilaria immitis no coragcao. Um dos animais apresentava

trombose e arterite de artéria pulmonar, e congestao e fibrose hepatica resultante da

32



insuficiéncia cardiaca direita (FORRESTER et al, 1973). Em uma foca (Phoca vitulina
Lynnaeus, 1758) de cinco anos de idade foram encontrados 90 parasitas adultos de Dirofilaria
immitis distribuidos no ventriculo direito, artéria pulmonar, veia porta, no saco pericardico e na
cavidade peritonial. Microfildrias ndo haviam sido encontradas em exame hematoldgico
realizado seis meses antes (MEDWAY & WIELAND, 1975).

Examinando macroscopicamente 0 macho adulto de um casal de pandas vermelhos
(Ailurus fulgens Cuvier, 1825) em cativeiro no Zoolégico de Houston, Estados Unidos,
HARWELL & CRAIG (1981) encontraram um parasita no ventriculo direito e outro na veia cava
caudal. A fémea panda foi submetida a varios testes laboratoriais para microfilarias que
resultaram negativamente.

Em 1997, MARANHO et al, constataram que a espécie Arctocephalus australis
Zimmermann, 1783 (Lobo marinho sul-americano) pode ser hospedeiro ocasional de Dirofilaria
immitis. Este animal foi reabilitado e vivia em cativeiro em Santos, SP, regido enzoética do
parasita e manteve contato direto por 60 dias com um cao, potencial portador.

A migragao e desenvolvimento de Dirofilaria immitis em ferret (Mustela putorius furo
Lynnaeus, 1758) foi estudada experimentalmente por SUPAKORNDEJ et al. (1994). Apos
inoculagdo subcutdnea de 60 larvas infectantes, entre 119 e 140 dias todos os parasitas
inoculados estavam no coragdo dos animais, atingindo o tamanho do parasita adulto aos 140
dias. Devido a popularidade do ferret como animal de estimagao nos Estados Unidos, McCALL
(1998) realizou estudos laboratoriais que demonstraram ser esta espécie altamente suscetivel
a dirofilariose, semelhante ao que acontece nos caes. Em 2000, SASAI et al. descreveram a
doenca em uma fémea de ferret de 14 meses de idade com anorexia e dispnéia. O exame
ecocardiografico revelou a presenca de parasitas adultos nas cavidades atrioventriculares
direitas. Durante a necropsia, trés fémeas e um macho de Dirofilaria immitis foram encontrados

no coragao direito, veia cava caudal e cranial.
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Os felinos selvagens também sado suscetiveis ao desenvolvimento da dirofilariose. Na
Califérnia, Estados Unidos, PAUL-MURPHY et al.(1994) examinaram o soro de 22 ledes-da-
montanha (Felis concolor Lynnaeus, 1758) e encontraram apenas um deles positivo para o
antigeno somatico de Dirofilaria immitis. Na Flérida, DEEM et al. (1998) observaram ao exame
necroscopico de uma fémea de Felis nigripes Burchell, 1824, com seis anos de idade,
exemplares de Dirofilaria immitis, em conjunto com glomerulonefrite e endometrite.

Na india, GUPTA et al. (1999) relataram o achado acidental de Dirofilaria immitis no
ventriculo direito e ramos de artéria pulmonar de dois ledes (Panthera leo Lynnaeus, 1758 ) e
em um tigre (Panthera tigris Lynnaeus, 1758), em cativeiro, 0s quais apresentavam
convulsdes, dispnéia, emaciacao e fraqueza.

ZAHEDI et al. (1986) descreveram um caso de infeccdo dupla de Brugia pahangi e
Dirofilaria immitis em um leopardo cinzento (Neofelis nebulosa Giriffith, 1821). Trés parasitas
adultos de Dirofilaria immitis foram detectados no ventriculo direito e na artéria pulmonar em
uma fémea em cativeiro de leopardo da neve (Uncia uncia Schereber, 1775) no Japao. O 6bito
do animal foi consequente ao desenvolvimento de um carcinoma pancreatico e ndo havia
apresentado sintomas cardio-respiratérios tipicos da dirofilariose. A identificacdo do parasita
baseou-se na analise do DNA mitocondrial (MURATA et al., 2003). No Texas, Estados Unidos,
entre 1987 e 1998, foi realizada pesquisa para helmintos em 15 jaguatiricas (Leopardus
pardalis Lynnaeus, 1758). Dentre os diferentes géneros dos parasitas, Dirofilaria immitis foi
observado em um dos animais (PENCE et al., 2003).

Em 1982, BASKIN & EBERHARD relataram um caso de infec¢cdo espontanea de
Dirofilaria immitis em um macaco rhesus (Macaca mulatta Zimmermann, 1780) com presenca
de um exemplar imaturo em ventriculo direito e arterite granulomatosa eosinofilica em artéria
pulmonar. Em Dallas, Estados Unidos, o0 exame sorologico de um macaco de cabeca branca

(Pithecia pithecia Lynnaeus, 1758) de 6 anos de idade reagiu positivamente ao teste para
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antigeno de Dirofilaria immitis adulto. Através da ultra-sonografia sugeriu-se o diagnéstico de
dirofilariose aberrante, e em areas onde o parasita é enzoodtico, € uma doenca a ser
considerada em primatas ndo humanos com doenca cardiopulmonar (GAMBLE et al., 1998).

Em lebre (Lepus brachyurus angustidens Lynnaeus, 1758), OYAMADA et al. (1995)
relataram o primeiro caso no Japdo de Dirofilaria immitis com localizagdo pulmonar em um
trombo arterial, sendo um parasita macho e outro fémea jovens. Coelhos foram utilizados como
modelo experimental de dirofilariose pulmonar humana. Inoculou-se no tecido subcutédneo
exemplares de Dirofilaria immitis imaturos para induzir dirofilariose pulmonar, cujas lesbes de
arterite e periarterite de vasos pulmonares foram semelhantes aquelas observadas no ser
humano (SATO et al., 1994).

1.6 A dirofilariose no ser humano

Infec¢cbes humanas por Dirofilaria immitis tem sido relatadas na literatura como casos
isolados, com poucos estudos epidemiolégicos até hoje. Em 1887, DE MAGALHAES relatou o
primeiro caso de infeccdo humana por Dirofilaria em um menino no Rio de Janeiro. Nos
Estados Unidos, FAUST et al. (1952) foram os primeiros a relatar infeccao por Dirofilaria em
uma mulher em New Orleans e em 1961, o primeiro caso humano com envolvimento pulmonar
foi relatado por DASHIELL.

A larva de Dirofilaria immitis nao se desenvolve até sua forma adulta no ser humano. As
infeccOes humanas sédo causadas por um Unico parasita e de modo excepcional por dois
(ACHA & SZYFRES, 1986). A dirofilariose pulmonar desenvolve-se quando a larva nao
sobrevive, e como émbolo localiza-se em ramos de artérias pulmonares, liberando antigenos,
0s quais produzem endoarterites e consequientemente infarto pulmonar. Nao ha relato da
presenca de microfilarias circulantes no ser humano, apesar de terem sido encontrados casos

de parasitas imaturos vivos no sangue e tecido subcutaneo. Por ter seu desenvolvimento
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interrompido quando esta no ser humano, a transmissdo de homem para homem néo ocorre
(MRUGESHKUMAR, 1999).

A dirofilariose pulmonar causada por Dirofilaria immitis € uma zoonose que representa
um problema médico, uma vez que produz sintomas que podem confundir com aqueles
causados por neoplasias, 0 que leva a necessidade de submeter pacientes a cirurgia toracica
desnecessaria, apesar da maioria dos individuos infectados ser assintomatica. Os granulomas
subpleurais formados podem induzir a diagnésticos equivocados como neoplasias primarias ou
metastaticas em exames radiograficos do pulmao (RO, 1989; RODRIGUES-SILVA et al,
1995). Nos casos sintomaticos observa-se tosse e dor toracica durante um més ou mais, as
vezes acompanhada de hemoptise, febre, calafrio e mialgia. Somente em dois casos nos EUA
e em um caso no Brasil foi encontrado o parasita no coracédo direito, sendo que nos demais
casos humanos o parasita se alojava em um lobo do pulméo direito, ocluindo parcialmente uma
pequena artéria onde formava um trombo. Em todos os casos pulmonares se encontraram os
parasitas mortos e quase sempre em estados de degeneragao (ACHA & SZYFRES, 1986). Em
1981, TAKEUCHI et al. observaram que até entdo haviam sido diagnosticados 80 casos
humanos de dirofilariose pulmonar, a maioria na regido sudeste dos Estados Unidos. Vinte dos
casos foram registrados na Australia e 10 casos no Japao. RO et al. (1989) realizaram um
estudo clinicopatologico de sete casos humanos de dirofilariose pulmonar e foram analisados
em conjunto com outros 76 casos nos Estados Unidos. A doenca foi adquirida nos estados ao
longo da costa do Atlantico e do Golfo e ocorreu predominantemente em individuos brancos
(94,7%), entre 50 e 60 anos, na proporcao de dois homens para cada mulher. Os sintomas
mais comuns como tosse, dor, hemoptise esteve presente em 37,6 % dos pacientes. Eram
assintomaticos 62,4% deles, cuja doenca foi descoberta de forma acidental em exames
radiograficos de rotina ou durante investigacao de outros problemas. Nos exames radiograficos

observaram-se nédulos pulmonares Uunicos (89,8%) ou mdultiplos (10,2%), simulando
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neoplasias pulmonares primarias ou metastaticas. Dirofilariose nao foi incluida como
diagndstico diferencial em nenhum dos casos estudados.

Nos Estados Unidos NICHOLSON et al.(1992) identificaram cinco pacientes com
infeccdo por Dirofilaria immitis manifestada por formacdo de nédulo pulmonar solitario.
Observaram que os casos em animais concentravam-se nos estados da costa, sudeste, leste e
sul, sendo a distribuicdo semelhante em humanos. Também descreveram caso de lesao
nodular em pulmao em um paciente de 69 anos de idade, cuja avaliacao histopatoldgica apos a
resseccao revelou a presenca de Dirofilaria immitis em tecido necrético em uma artéria
pulmonar.

No Brasil o segundo caso de dirofilariose pulmonar humana foi relatado em 1993 por
VICNETE et al. cujo paciente teve um dos nédulos excisado e o diagnéstico feito a partir da
avaliacdo histopatolégica. RODRIGUES-SILVA et al. (1995) apresentaram um detalhado
sumario de distribuicdo geografica e aspectos clinico-patologicos de dirofilariose pulmonar
humana. Dos 229 casos citados na literatura, apenas 17 foram relatados no Brasil, a despeito
das condicoes altamente favoraveis para a transmissao desta infeccdo ao homem. CAMPOS et
al. (1997) realizaram um estudo retrospectivo de 24 casos confirmados de dirofilariose
pulmonar humana, com 17 pacientes masculinos e sete femininos. Em todos os casos o exame
histopatolégico revelou um parasita morto, normalmente fragmentado. Em Florianépolis, SC
sete casos humanos foram relatados por CAVALLAZZI et al (2002). Dos cinco pacientes do
sexo masculino, com idade variando entre 42 e 73 anos, apenas trés eram assintomaticos. Os
outros dois pacientes eram do sexo feminino com idades de 63 e 69 anos respectivamente. Em
2004, RODRIGUES-SILVA et al. reportaram o caso de dirofilariose pulmonar em uma paciente
de 45 anos de idade originaria do Rio de Janeiro. Com este ultimo relato, foram 51 casos de
dirofilariose pulmonar humana confirmados no Brasil, 0 maior nimero ocorrendo na regiao

Sudeste (Sao Paulo e Rio de Janeiro).
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GUTIERREZ et al. (1996) relataram na Califérnia, Estados Unidos, dois casos
humanos, de infeccdo extrapulmonar por parasita semelhante a Dirofilaria immitis. Em um dos
pacientes existia pequeno ndédulo com menos de um centimetro na pélpebra e Orbita
esquerdas. No corte histolégico observou-se além da reacao inflamatéria granulomatosa, a
presenca de seccoes obliquas de um nematoide fémea medindo aproximadamente 140 um de
diametro. O outro paciente apresentava dois nédulos na cavidade peritonial nos quais foram
observados cortes de nematdides fémeas com didmetro variando de 260 a 320pm.

MRUGESHKUMAR (1999) em um estudo retrospectivo sobre dirofilariose pulmonar
humana nos Estados Unidos observou que a freqiiéncia e distribuicdo desta doencga estao
relacionadas a prevaléncia da dirofilariose canina, ao nimero de mosquitos vetores na area € a
participacdo de atividades que expdem o0s seres humanos as picadas de mosquitos,
independentemente de serem proprietarios de caes. Desta forma dos 37 casos revisados, 29
foram observados nos estados do sudeste e sul, ao longo da costa do pais. O paciente mais
jovem foi uma mulher de 33 anos e o0 mais idoso foi um homem de 79 anos.

Em 2000, LEE et al. relataram na Coréia o primeiro caso de dirofilariose pulmonar
humana apos analisar uma lesdo de dois centimetros de didmetro associada a hiperplasia do
linfonodo mediastinico. A lesdo era um granuloma com cortes de nematodas compativeis com
Dirofilaria immitis. Além disso, havia ainda pneumonia necroética, infarto e fibrose pulmonar
focal.

No Japéo, a incidéncia de dirofilariose humana tem aumentado significativamente e é
um diagnéstico que deve ser considerado quando sado observados nodulos pulmonares.
YAMAZAKI et al. (1998) chamaram a atencdo para este fato ao relatarem trés casos de
dirofilariose pulmonar, dois deles assintomaticos, diagnosticados apds ressecc¢do de nddulo

pulmonar.
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Em uma paciente de 73 anos com historia de fibrose pulmonar com doenga vascular ha
quatro anos, o exame de imagem mostrou nédulo solitario com cavidade de dois centimetros
de didmetro localizado no lobo pulmonar direito, o qual foi retirado cirurgicamente na hipétese
de ser neoplasia. O exame anatomopatolégico revelou ser um granuloma com Dirofilaria
immitis (SAKO et al., 2000). Ainda no Japao, HIRANO et al. (2002) realizaram um estudo
clinicopatolégico sobre dirofilariose pulmonar onde encontraram formag¢do nodular Unica na
porcéo inferior e média do pulmao direito de quatro pacientes, apds um exame de rotina.
Nenhum deles apresentou sintomatologia clinica. Apenas em um deles foi observada
eosinofilia moderada no exame hematoldgico. A avaliacao histopatolégica dos nédulos revelou
necrose de coagulacao central, com cortes de parasitas e células inflamatérias, circunscritas
por capsula fibrosa. Apds os testes de imunohistoquimica foi confirmada a presenga de
Dirofilaria immitis. YOSHINO et al. (2003) considerando a dirofilariose rara no Japao relataram
0 caso de uma paciente de 53 anos, submetida a excisao cirurgica de cancer de mama e
uterino, a qual passou a apresentar tosse, cujo exame revelou formacao nodular no pulméao
direito. A biopsia revelou nédulo fiboroso com agregacao de macréfagos. Nao descartando a
possibilidade de neoplasia maligna, realizou-se a cirurgia € ao exame microscépico, a lesao
nodular mostrava marcada necrose de coagulacdo e parasitas mortos na luz vascular com
caracteristicas morfolégicas de Dirofilaria immitis. A dirofilariose pulmonar foi confirmada apés
o resultado positivo para o teste imunoldgico especifico.

Na Tailandia, TSUNG & LIU (2003) diagnosticaram dirofilariose pulmonar em um
paciente assintomatico de 69 anos de idade, apdés a ressec¢cdo de uma lesdo nodular
observada em um exame radiografico rotineiro de pulmao. Apesar de ser uma zoonose
incomum, os casos relatados sdo importantes, pois a apresentagao clinicopatoldgica da
dirofilariose pulmonar humana pode mimetizar neoplasias de pulmao e os profissionais da area

devem inclui-la nos diagnésticos diferenciais quando sao observadas no exame radiografico as
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lesbes subpleurais “em forma de moedas”. No Canada, LAGROTTERIA et al, (2003)
diagnosticaram pelo exame histopatolégico forma imatura de Dirofilaria immitis em um nédulo
solitario excisado de uma paciente de 44 anos. Os resultados de trés diferentes testes
soroldgicos para detectar antigenos circulantes foram negativos, consistentes com a presenca
de parasita imaturo. MORI et al (2004) realizaram o estudo soroldégico de cinco pessoas de
uma mesma familia, onde um dos membros apresentou lesdo granulomatosa no pulmao
compativel com Dirofilaria immitis. Trés membros reagiram positivamente ao teste ELISA para
o parasita, demonstrando que o teste sorolégico é Util para detectar infeccao sub-clinica.

Apesar da maioria dos casos de dirofilariose humana causar infec¢cao pulmonar existem
relatos de infeccdo extrapulmonar e em locais ndo usuais. Na Malasia, DISSANAIKE et al.
(1977) observaram um parasita ativo localizado no humor vitreo do olho direito de um homem
de 62 anos de idade. Foi identificado tentativamente como forma imatura de Dirofilaria immitis,
sendo que na época existiam apenas cinco casos auténticos de filaria no humor vitreo humano.
Mais recentemente na Costa Rica, RODRIGUEZ et al. (2003) descreveram um caso de um
paciente com 55 anos, que teve removida uma fémea imatura de Dirofilaria immitis localizada
em tecido periorbital.

Em 1986, MIMORI et al., examinaram um nédulo excisado de mama de uma mulher e
encontraram cortes de nematdide fémea com caracteristicas compativeis as de Dirofilaria
immitis. GUTIERREZ et al. (1997) relataram dois casos de infeccdo humana extrapulmonar por
parasitas imaturos semelhantes a Dirofilaria immitis. Em um dos pacientes a localizacao era
orbital e no outro era na cavidade peritonial. No Texas, SKIDMORE et al (2000), descreveram
um caso de infeccdo por Dirofilaria immitis extrapulmonar em um paciente de 71 anos de
idade. Quando submetido a laparotomia para diagnéstico de massa de célon, dois nédulos
foram encontrados aderidos a parede abdominal anterior. O exame microscopico revelou ser

granuloma com estruturas semelhantes a helmintos, compativel a Dirofilaria immitis imaturo.
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O quarto caso de dirofilariose humana na Califérnia, Estados Unidos foi relatado por
THEIS et al. (2001). Um paciente com 28 anos de idade com suspeita de hérnia inguinal
encarcerada foi submetido a cirurgia para resolugdo do processo. Havia massa envolvendo
cordao espermatico que examinada microscépicamente revelou um exemplar macho de
Dirofilaria immitis imaturo em um ramo da artéria espermatica, confirmado apds estudos com
técnicas moleculares.

KIM et al. (2002) descreveram o primeiro caso de dirofilariose hepatica humana. O
paciente de 39 anos de idade apresentou nédulo hepatico durante exame de rotina. Apds a
resseccao do ndédulo, o exame microscopico mostrou lesdo granulomatosa com centro
necrotico e cortes de parasitas, semelhantes a Dirofilaria immitis. O soro do paciente reagiu
positivamente ao respectivo antigeno. Em uma area nao endémica na China, TO et al (2003)
relataram o quarto caso de dirofilariose na mucosa oral.

Os casos de dirofilariose com localizagdo pulmonar e extrapulmonar podem complicar
os diagnésticos diferenciais, necessitando de estudos epidemioldgicos detalhados dos vetores
em areas enzodticas.

1.7 A patogenia da dirofilariose no cao

Primariamente a dirofilariose € uma doenca pulmonar vascular e os sinais clinicos no
cao sao aqueles relacionados a disfuncao cardiovascular, como tosse e exaustao ao exercicio,
que pode evoluir para a insuficiéncia cardiaca congestiva. Em geral os caes possuem idade
superior a cinco anos e quadros freqlentes de infeccdo. Existe uma relacdo estreita entre o
nuamero de parasitas presentes e a severidade do distarbio, mas em casos excepcionais, 0s
sinais mais severos podem aparecer em céaes que alojam poucos parasitas. Caes clinicamente
normais podem abrigar em torno de 30 parasitas e cées afetados clinicamente, 50 ou mais.
KAISER & WILLIANS (2004) estudaram a relacao entre a quantidade de parasitas no coragao

e a proliferacao da intima das artérias que alojavam os parasitas. Realizaram a necropsia de

41



176 caes capturados em Michigan, Estados Unidos, dos quais 170 apresentaram os parasitas
adultos no coragao e artéria pulmonar na média de 14 £13 exemplares por animal.

O comprometimento vascular é caracterizado por proliferagdo miointimal, inicialmente
em pequenas artérias periféricas e mais tarde em artérias pulmonares lobares, especialmente
a artéria lobar caudal direita. Esta proliferacao fiboromuscular da intima em grandes vasos
produz rugosidades evidentes da parede vascular, patognomdnico desta doenca e acontece
tanto com o contato direto com as formas imaturas quanto maduras do parasita adulto.
Possivelmente ocorre pelo dano endotelial provocado pela irritacdo mecéanica, mediado por
fator de crescimento derivado das plaquetas. A trombose pode ser associada a parasitas vivos
ou mortos e tromboembolismo quando o animal é submetido a terapia adulticida, levando ao
agravamento do quadro de hipertensdo pulmonar. Parasitas mortos podem induzir reacao
granulomatosa na parede do vaso, a qual pode estender-se ao parénquima pulmonar.
MUPANOMUNDA et al.(1997) observaram que o desempenho frente ao exercicio de caes de
corrida infectados por um grande numero de parasitas, assim como em caes infectados com
um ou dois parasitas foi fraco, uma vez que ja estava estabelecido o quadro de
comprometimento vascular. Os parasitas adultos sé@o encontrados normalmente nas artérias
pulmonares e no ventriculo direito, mas ja foram observados em atrio direito e na veia cava em
infeccOoes severas. O parasita adulto jovem primeiramente desenvolve-se em pequenas
artérias pulmonares e progressivamente invade as artérias proximais a medida que vai
crescendo. Acima de 50 exemplares os parasitas podem ser encontrados em éatrio direito e
veia cava. A insuficiéncia cardiaca direita se desenvolve como consequéncia da hipertensao
pulmonar causando progressivamente esclerose vascular pulmonar. Também é de importancia
a acao mecéanica do parasita no fluxo sanglineo intracardiaco e na fungdo das valvulas
atrioventriculares. FRANK et al. (1997) descreveram nos Estados Unidos a manifestacdo da

doenga em cinco cées, resultante da localizacdo aberrante dos parasitas na circulacéo arterial
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periférica. Os cées apresentaram paresia e necrose interdigital isquémica resultante da doenca
tromboembdlica. A angiografia confirmou a presenca dos parasitas em todos os animais que
foram submetidos ao tratamento especifico. Um dos cées foi a oObito por complicagdes
tromboembodlicas, tornando o tratamento sistémico da dirofilariose um desafio.

As alteragbes do parénquima pulmonar que acompanham as alteragées vasculares
incluem inflamagcdo granulomatosa periarterial, hemossiderose, fibrose interalveolar difusa,
proliferacao do epitélio alveolar, fibrose pleural e os parasitas mortos induzem formacao de
granulomas parasitarios no parénquima. Terapia adulticida causa embolismo resultando em
trombose e inflamagao granulomatosa, cuja resolucao ocorre seis semanas apos o tratamento.
Com a remocao cirdrgica dos parasitas, as lesées proliferativas da parede do vaso tendem a
desaparecer. A doenga arterial pulmonar severa sempre resulta em insuficiéncia cardiaca
congestiva crénica com conseqiiente trombocitopenia € hemoglobindria. A microfilaria no
pulmdo pode induzir a uma pneumonite eosinofilica alérgica, pode ser precursora da
granulomatose pulmonar eosinofilica, onde ha formagéo nodular de um a oito centimetros de
didmetro, compostas por eosinodfilos, linfocitos, plasmocitos e macréfagos envolvendo a
microfilaria, associada ainda a eosinofilia periférica. As lesdes adicionais incluem congestao
passiva cronica do figado e ascite.

NINOMIYA & WAKAO (2002) estudaram as lesdes nas camadas da artéria pulmonar e
ramificacdes, sob microscopia optica e eletrbnica de transmissao, provocadas por parasitas
adultos de Dirofilaria immitis em caes infectados naturalmente. A microscopia 6ptica evidenciou
projegbes papiliferas e/ou sésseis da intima, para a luz vascular algumas vezes
acompanhadas por trombos recentes ou organizados com restos parasitarios. Com a
microscopia eletrdnica observou-se que esses espessamentos estavam associados a presenca
de células musculares lisas migrantes da média e ao aumento da matriz extracelular. Para

caracterizar as alteragdes estruturais nos vasos pulmonares de caes com dirofilariose, e
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entender o desenvolvimento dos disturbios circulatérios e hipertensao pulmonares, 0s mesmos
autores, sob microscopia de varredura estudaram estas lesdes em ramos da artéria pulmonar e
observaram lesbes proliferativas na parede as quais provocavam constricgdo ou obstrucao,
responsaveis pela elevada pressdo arterial dos animais severamente afetados. Artérias
bronquiais estavam bem desenvolvidas e extremamente dilatadas, formando numerosas
anastomoses com artérias pulmonares. Pequenas veias pulmonares possuiam constricdes
anulares causadas por hiperplasia das células musculares lisas dos esfincteres venosos.

Além das lesbes cardio-pulmonares, outros 6rgaos podem sofrer processos patolégicos
decorrentes da dirofilariose que acabam comprometendo suas funcdes. LesbGes na
microcirculagdo renal podem ocorrer em cédes com dirofilariose, manifestadas como moderada
proteinuria e microscopicamente por nefrite crénica proliferativa difusa, de moderada a intensa
e glomerulonefrite membranoproliferativa generalizada. Dependendo da infeccdo pode-se
observar microfilarias dentro dos capilares glomerulares e em veias da camada medular
(LUDDERS et al., 1988).

Glomerulonefrite membranoproliferativa ocorre primariamente devido a deposicao
glomerular de imunocomplexos, tanto daqueles formados no sangue circulante pelo excesso
de antigeno, quanto aquele formado in situ no glomérulo. A intensidade da deposi¢cdo de
imunocomplexos varia com a intensidade e duracdo da microfilaremia e da resposta do
anticorpo. O dano ao epitélio glomerular também ¢é atribuido & microfilaria. O resultado da
doencga glomerular na dirofilariose é proteiniria moderada a severa, dificilmente ocorrendo
faléncia renal e uremia (GRAUER, 1989). PAES-DE-ALMEIDA et al. (2003) induziram
experimentalmente a dirofilariose em cées da raca beagle para avaliar em microscopia optica e
de transmissdo o efeito da doencga sobre os rins. Observaram que os depositos densos na

membrana basal glomerular estava associada a deposicao de imunocomplexos. O estudo das
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alteragbes ultraestruturais sugeriu que tanto as microfilarias, quanto os parasitas imaturos e
adultos contribuem para o desenvolvimento da glomerulonefropatias.

A sindrome da veia cava ou sindrome da faléncia hepatica é uma variante da
dirofilariose observada usualmente em cées jovens, com mais de 100 parasitas adultos
preenchendo o atrio direito e a veia cava, como resultado da migragao retrégrada das artérias
pulmonares. Esta sindrome caracteriza-se por fraqueza, anorexia, bilirrubinuria,
hemoglobinuria e anemia. Choque pode ocorrer por obstru¢éo e diminuicao do retorno venoso.
A massa de parasitas pode ainda interferir na funcao valvular, causando regurgitacdo da
tricuspide e faléncia congestiva direita. A congestdo hepatica é severa, os linfaticos podem
estar distendidos levando a ascite. A anemia desenvolve-se devido a turbuléncia do sangue
arterial direito, com hemolise mecanica acompanhada talvez de hemdlise microangiopatica
resultante da ativacao de plaquetas e formacao de fibrina. H4 azotemia e o 6bito ocorre em um
a trés dias. Fleboesclerose e trombose de veia cava caudal e veias hepaticas sdo semelhantes
as reacdes que ocorrem em artérias pulmonares. GOGGIN et al. (1997) descreveram a
presenca de Dirofilaria immitis na aorta e no figado de um cdo macho, sem raga definida de
cinco anos de idade. Ao exame necroscopico observaram 58 parasitas adultos no coracao
direito e veia cava, na aorta e em granulomas hepaticos. Quando a microfilaria morre na
circulagao pode induzir a formacao de microgranulomas em varios érgaos como pulmao, figado
e rim.

Assim como em outros animais existem varios relatos de infecgdes extra-cardiacas por
Dirofilaria immitis em caes. PATTON et al. (1970) em um exame de rotina em um cao macho
com quatro anos de idade diagnosticaram dirofilariose e o submeteram a terapia adulticida.
Trés meses apds o animal passou a manifestar alteragdes neuroldgicas, as quais evoluiram
até impossibilitar a manutencédo da vida. Ao exame necroscépico observaram no coracao 15

exemplares adultos de Dirofilaria immitis no ventriculo direito e extensa area de necrose
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isquémica no hemisfério cerebral direito. Uma fémea adulta e gravida foi retirada viva da artéria
comunicante direita. Cortes histolégicos de cérebro revelaram parasitas em ramos da artéria
cerebral media e no pulmao existiam multiplos trombos arteriais organizados. BOZEMANN et al
(1974) encontraram parasitas adultos no cérebro de um cao e de um gato. No cdo adulto de
raca Chihuahua, com manifestagées neurolégicas, um exemplar macho adulto foi encontrado
no ventriculo lateral do cérebro, além de varios outros no ventriculo direito do coracéo.
MicroscOpicamente existia desmielinizagdo e manguitos perivasculares na area do cérebro
afetada. No gato adulto, cuja manifestacao foi a cegueira, existia uma fémea adulta de
Dirofilaria immitis com 153mm em uma veia do ventriculo lateral direito do cérebro, o qual
estava preenchido por sangue. HAMIR (1987) descreveu o caso de um cdo de 10 anos de
idade, sem raga definida, levado ao atendimento clinico por apresentar sinais neurologicos.
Apb6s 11 dias veio a ébito e ao exame necroscépico, foram encontrados numerosos parasitas
no ventriculo direito do coragao e extensivas lesdes de espirocercose no esbdfago distal e aorta
toracica. No cérebro, existia aproximadamente 40 mm de uma parte livre do parasita adulto no
ventriculo e o restante estava inserido no parénquima nervoso envolto por reacao inflamatoria.

BLASS et al. (1989) diagnosticaram dirofilariose extra-cardiaca em um céo adulto da
raca Lulu da Pomerania com tetraparesia recorrente. O exame radiografico mostrou uma
massa dorsal extramedular entre C2-3 compativel com neoplasia. Na cirurgia uma fémea
adulta de Dirofilaria immitis com aproximadamente 200 mm de comprimento estava localizada
no espaco epidural desta regido. A pesquisa de microfilarias com o teste de Knott apés a
cirurgia foi negativa.

Em 1994, ORTEGA-MORENO et al., descreveram na Espanha infeccdo por
microfilarias de Dirofilaria immitis na mama de uma cadela com a doenca manifesta. Outra
localizacao aberrante foi observada por HENRY (1992) em um caso de mucocele salivar

associada a dirofilariose em um céao. Microfilarias foram encontradas no fluido aspirado da
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mucocele, sendo a identificagdo confirmada pelo teste de imunoensaio e pela presenca do
parasita adulto dentro da mucocele. Em um céo Boston terrier, de dois anos de idade, positivo
para Dirofilaria immitis, COOLEY et al. (1987) além das anormalidades clinicopatolégicas
observadas na dirofilariose avangada diagnosticaram ainda miosite resultante de trombose da
artéria femoral e seus ramos devido a infec¢ao pelo parasita. Este animal desenvolveu ainda
encefalomielite pela presenca de larvas no tecido nervoso.

Muitos parasitas localizados acidentalmente no olho podem provocar endoftalmite
parasitaria. Uveite crbnica acompanhada de formas imaturas de Dirofilaria immitis foi
observada em cavidades do humor vitreo e aquoso de caes. Também se relatou endoftalmite
com sinéquia anterior e exsudato subretinal (GWIN et al., 1977; SMITH, 1978; JOHNSON,
1989).

Anemia hemolitica por dano aos eritrocitos esta associada a migracao somatica dos
parasitas na dirofilariose canina (REBAR, 1981). A coagulagdo intravascular disseminada pode
ser desencadeada por Dirofilaria immitis devido ao dano endotelial e exposi¢cdo do colageno
subendotelial trombogénico e/ou por ativacao direta do mecanismo de coagulagao extrinseco e
intrinseco. Vasculite ocorre em grande variedade de doencgas inflamatorias. Dirofilaria immitis
pode provocar endovasculite em vasos de médio e grande calibre, assim como arterites que
podem desenvolver trombose, isquemia e infarto. A endoarterite pulmonar obliterativa pode
ocorrer por insuficiéncia cardiaca congestiva (CRAWFORD & FOIL, 1989). Também ja foi
observada osteopatia hipertréfica em caes portadores de Dirofilaria immitis. Esta sindrome
ocorre no ser humano e todas as espécies de animais domésticos, onde se observa osteofitose
periosteal difusa secundaria a lesao cronica, usualmente intratoracica, de origem inflamatoria
ou neoplasica (BRODEY, 1971).

As microfilarias de Dirofilaria immitis tem sido associadas também a dermatite

papulonodular pruriginosa em caes. As lesGes sdao encontradas mais comumente na face,
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cabeca, tronco e membros toracicos. Variam de 0,5 a 3 cm de didametro e sdo circunscritas,

firmes, alopécicas e ulceradas. Microscopicamente ha dermatite perivascular superficial e

profunda até dermatite piogranulomatosa nodular com infiltragdo eosinofilica. As microfilarias

sao0 observadas intra ou extravascularmente nos locais das lesées (SCOTT & VAUGHN, 1987).

1.8 Fatores epidemioldgicos que podem influenciar no estabelecimento da

dirofilariose

Em &reas ndo endémicas de dirofilariose existem varios fatores que podem influenciar

no estabelecimento da doenca. Desta forma, o governo da Nova Zelandia relacionou uma série

deles, os quais devem ser considerados no estudo epidemioldgico da dirofilariose em uma

regido (NEW ZELAND, 2004).

1.

Expectativa de vida do parasita adulto e de microfilarias: Qualquer c&o infectado
movendo-se permanentemente pode ser uma fonte em potencial de microfilarias por
muitos anos. Mesmo tratado com medicamentos adulticidas, este risco ainda existe por
um tempo consideravel.

Manifestagdo tardia dos sinais clinicos: Em muitas circunstancias os sinais clinicos
podem nio ser aparentes por dois ou mais anos, apesar de existirem microfilarias na
circulagdo. Se a infecgdo é baixa, muitos animais nem chegam a manifestar a doencga.
Auséncia de resposta imune efetiva: Nas infecgbes naturais o desenvolvimento de uma
resposta imune efetiva é questionavel e em areas endémicas os caes necessitam de
tratamento profilatico constante.

Infecgbes ocultas: A auséncia de microfilarias pode ocorrer por infeccao pré-patente,
infecgdo por parasita de unico sexo, terapia filaricida e fatores imunomediados. A
incidéncia das infecgbes ocultas € variavel mas tem aumentado sistematicamente

chegando a 41 %.
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5. Migracdo transplacentaria de microfilarias: Microfilarias possuem a capacidade de
migrar através da placenta,o que ndo acontece com as larvas L3 ou o parasita adulto.
Animais com menos de seis meses de idade podem ter microfilaremia baixa e testes
antigenos que acusam o parasita adulto ndo irdo reagir positivamente nestes filhotes.

6. Dirofilariose felina: Em gatos a dirofilariose pode ser detectada em areas endémicas,
mas esta espécie é mais resistente que o cdo, a microfilaremia € incomum ou
transitoria, oferecendo pouco risco como fonte de infecgéo.

7. Diferenca de sexo e raga: Sdo fatores com pequena relevancia, pois caes de qualquer
raca, sexo ou tamanho podem ser infectados.

8. Numero de larvas desenvolvidas no mosquito: Em geral, menos de dez larvas
infectantes chegam a se desenvolver em um mosquito. Desta forma uma Unica picada
de mosquito pode resultar em uma infec¢do leve no cdo. Para que seja uma infecgdo
grave, s4o necessarias varias picadas no animal que viva proximo a um cao infectado e
com densa populacdo de vetores infectados.

9. Densidade da populagdo canina: Em areas urbanas a densidade canina é maior,
possibilitando a transmissé&o entre eles.

10. Dispersdao do mosquito:A capacidade de dispersdo do mosquito é varidavel sendo
necessario conhecer a espécie potencialmente vetora na regido de ocorréncia da
dirofilariose.

1.9 Os exames laboratoriais para a dirofilariose

No diagnéstico das filarioses caninas a identificagdo das microfilarias é de grande
importancia para definir o agente especifico, utilizando-se as caracteristicas morfolégicas para
tal. Varias técnicas diferentes vem sendo utilizadas para examinar o sangue em busca de

larvas de nematodides. O exame direto a fresco é o método mais comum e rapido para
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demonstrar a presenca de microfilarias. Para identifica-las o recomendado seriam as técnicas
de concentracao em filtro ou o Teste de Knott modificado (SLOSS et al., 1999).

Muitos testes para dirofilariose sdo desenvolvidos para proporcionar um método rapido
e seguro para determinar o estado dos caes e gatos portadores de dirofilariose, mesmo para
animais amicrofilarémicos. Para avaliar a confiabilidade destes testes é necessario conhecer a
sensibilidade e especificidade dos varios métodos. Os testes antigenos sdao comumente
usados para detectar parasitas adultos, mas os testes para microfilarias e para pesquisa de
anticorpos sado também Uteis. Resultados falso-positivos e falso-negativos podem levar ao
tratamento desnecessario (CRAIG, 2003). O prazo minimo para a migragdo da larva de
Dirofilaria immitis apds a infeccao é de cinco meses, desta forma em caes com idade inferior a
cinco meses nao ha como fazer os testes para dirofilariose, pois sdo muito jovens para serem

infectados sob quaisquer circunstancias (BROOKS, 2001).
1.9.1 Testes para microfilaria circulante

Existem varios testes para detectar microfilarias circulantes de Dirofilaria immitis tanto
em caes quanto em gatos. Como a microfilaria deste parasita nao se confunde com aquelas de
Acanthocheilonema (Dipetalonema) reconditum, Dirofilaria repens ou outra microfilaria rara, a
especificidade dos testes para microfilarias pode virtualmente chegar a 100%. Os resultados
falso-negativos decorrem de infec¢des ocultas, isto é, o parasita adulto esta presente, mas as
microfilarias sdo ausentes, existe pequeno numero de parasitas ou ha flutuacdo diaria no

numero de microfilarias.

O exame direto do sangue total € o mais simples e rapido de todos os procedimentos,
permitindo a demonstracdo de microfilarias. Pode ser usado para avaliar o padréo de
movimento das microfilarias por entre as células sanguineas, na tentativa de diferenciar

Dirofilaria de Dipetalonema, mas a menor alteragao no padrao do movimento serpentiforme
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pode levar a resultados equivocados (LINDSEY, 1965; SLOSS et al., 1999; BROOKS, 2001).
No passado utilizou-se um método rapido para diagnosticar Dirofilaria immitis, descrito por
BURCH & BLAIR (1951), o qual se fazia a concentragao de microfilarias vivas. A técnica era
misturar 2ml de sangue a 1ml de solucdo de saponina a 2%, posteriormente centrifugada a
4500 rpm durante um minuto. O sedimento era examinado microscopicamente para avaliar a
mobilidade de microfilarias. COURTNEY & ZENG (2001) relacionaram a contagem de
microfilarias e a sensibilidade do exame direto para o diagnéstico da dirofilariose canina. O
exame direto de sangue detectou 165 dos 204 caes positivos (80,9%). O mesmo exame
detectou todos os 134 animais positivos com mais de 50 microfilarias/ml e apenas 31 (44,3%)

dos 70 animais com menos de 50 microfilarias/ml de sangue.
1.9.2 Testes para concentracao de microfilarias

O Teste de filtracdo, o Teste de Knott e Teste de Knott modificado sdo técnicas de
concentracao utilizadas para a deteccdo de infeccbes com pequeno numero de microfilarias.
Nesses testes uma grande quantidade de sangue é centrifugada ou filirada para concentrar as
microfilarias presentes. Quando a pesquisa € realizada, ambos os testes sao apropriados e

devem ser feitos em conjunto com os testes antigenos (BROOKS, 2001).

A sensibilidade e especificidade do teste de filtracdo foram avaliadas por MARTINI et al.
(1996). Este estudo demonstrou 72,7% de sensibilidade e 87,7% de especificidade do kit
comercial Difil-Test®, EVSCO Pharmaceuticals, comparativamente ao exame necroscopico. A
contagem de microfilarias pode ser estimada através deste teste comercial se a quantidade de

sangue usada for exatamente a recomendada pelo fabricante.

FELDMEIER et al. (1986) compararam quatro técnicas para deteccdo de microfilarias
de Dirofilaria immitis no sangue periférico. Filtragdo de membrana de policarbonato sozinha ou

em combinac¢ao com gradiente de densidade por centrifugacdo mostrou 100% de sensibilidade
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e boa eficiéncia. Esfregaco sangulineo fino e citocentrifugacdo foram considerados de baixa
eficiéncia e alcancou 100% de sensibilidade quando com mais de 200 microfilarias/ml de

sangue.

Originalmente descrito em 1939, o teste de Knott € usado por muitos laboratorios em
detrimento ao teste de filtragao (CRAIG, 2003). O tamanho e a morfologia das microfilarias sao

melhores preservadas, o que auxilia na diferenciacao de Dirofilaria e de Acanthocheilonema.

MARTINI et al. (1996) avaliaram a sensibilidade e a especificidade do teste de Knott,
obtendo indices de 66,4% e 95,4 % respectivamente. O custo é menor quando comparado ao
kit comercial de filtracdo, mas requer mais tempo para obter o resultado. Com o objetivo de
calcular a prevaléncia de Dirofilaria immitis em municipios de Belém, Para, SOUZA et al. (1997)
examinaram 540 amostras de sangue de caes, 297 machos e 243 fémeas, SRD e de racas
variadas, com idade entre seis meses e 16 anos. As técnicas utilizadas para pesquisa de
microfilarias circulantes foram a de gota espessa, o microhematdécrito e a de Knott modificada.
Foram encontradas 58 amostras positivas das quais 52 (89,66%) de machos e seis (10,34%)

de fémeas.
1.9.3 Testes para pesquisa de anticorpos de Dirofilaria immitis

Devido a algumas limitagcbes dos testes antigenos desenvolveram-se os métodos de
imunodiagnéstico para detectar anticorpos circulantes produzidos em resposta a infecgao por
Dirofilaria immitis. O uso destes testes em cdes tem demonstrado baixa especificidade,
geralmente devido a reacdo cruzada com parasitas gastrointestinais e ndo sdo muito Uteis na
deteccao de caes com dirofilariose (HOOVER et al., 1996). Estudos realizados por MANELLA
et al (1998) e McCALL (2001) demonstraram que os testes anticorpos possuem sensibilidade e
especificidade suficiente para serem usados em gatos. Nestes animais raramente observa-se

microfilaremia e o nUmero de parasitas adultos é baixo, tornando dificil a detecgao de antigeno

52



especifico. Além disso, os testes para pesquisa de anticorpos sdo eficientes para detectar

infeccOes recentes ou aquelas envolvendo apenas parasitas machos (BROOKS, 2001).
1.9.4 Testes para pesquisa de antigenos de Dirofilaria immitis

Os testes antigenos séo largamente usados para o diagnéstico da dirofilariose no céo e
alguns deles também podem ser utilizados para gatos. Os antigenos sdo produzidos
predominantemente pelas fémeas dos parasitas adultos, estando provavelmente relacionados
a fungao reprodutiva (WEIL, 1987). Desta forma animais infectados com formas imaturas de
Dirofilaria immitis ou parasitas do sexo masculino podem nao apresentar antigenia (GOODWIN,
1998). Os antigenos de superficie de larvas L3, L4 e parasitas adultos de Dirofilaria immitis
diferem entre si. Cada estadio do parasita parece adotar estratégias diferentes para escapar da
resposta imune do hospedeiro. A larva infectante L3 faz isso eliminando grande quantidade de
moléculas antigénicas antes e durante o processo de muda, controlando a apresentagdo do
antigeno somatico ao sistema imune do hospedeiro. A larva L4 e os parasitas adultos podem
evitar a resposta imune fazendo a adsorgao de IgG e fracdo C3 do Complemento pela cuticula
(MURO et al., 1999).

A engenharia genética permite desenvolver testes extremamente sensiveis capazes de
detectar fragmentos minlsculos do tegumento de parasitas adultos no sangue circulante.
Esses testes podem tornar possivel a deteccao de infecgao com auséncia de microfilaremia, as
chamadas “infeccdes ocultas”. BROOKS (2001) justifica essas infeccdes ocultas como sendo
causadas por parasitas do mesmo sexo, ou parasita Unico. Fémeas jovens tendem a ser mais
resistentes as drogas usadas para eliminacao de parasitas adultos. Apés a medicacdo anti-
dirofilaria, recomenda-se fazer o teste antigeno para comprovar a eliminacdo total dos
parasitas. No gato, o periodo em que a microfilaria pode ser detectada no sangue €

extremamente curto devido a acao rapida do sistema imunoldgico. Medicacdes preventivas
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atuam sobre microfilarias, mas néo sobre os parasitas adultos. E possivel que nos casos de
medicacao incompleta, se estabeleca de imediato a infeccdo onde nao é possivel detectar
microfilarias, razédo pela qual recomenda-se fazer o teste anual para dirofilariose. Resultados
falso-negativos podem ocorrer também se houver apenas um ou dois espécimes de parasitas

fémeas ou aplicacao incorreta da técnica de utilizagéo do kit (KNIGHT, 2002).

LEE et al. (2000), entre 1994 e 1995, monitoraram a dirofilariose em caes pastores
alemaes de cinco regides diferentes da Coréia do Sul através do teste de Knott modificado e
teste antigeno (Dirochek®, Synbiotics, USA). Ficou demonstrado que este Ultimo é mais
acurado que a pesquisa de microfilarias circulantes, pois de 36 animais antigeno-positivos, 24
deles foram negativos para microfilarias circulantes. A necropsia, esses animais continham

aproximadamente quatro parasitas adultos em artérias pulmonares e coracao.

Em Taiwan, WANG (1998) comparou os testes comerciais de hemaglutinagdo e de
ELISA para a pesquisa de antigenos de Dirofilaria immitis em 100 caes. Ao exame
necroscoépico, 53 caes apresentaram a média de 8,2 parasitas/cao, sendo 45 deles positivos
para o teste de hemaglutinacdo e 47 para ELISA. Os caes falso-negativos apresentaram
poucos exemplares do parasita. O teste de ELISA foi mais sensivel e especifico que o teste de
hemaglutinacéo, apesar deste ser mais simples e mais rapido de se fazer. Este teste também é
pouco eficiente para detectar Dirofilaria immitis em populagdes caninas onde a doenca € rara.

No Brasil, FERNANDES et al. (2000) pesquisaram os aspectos epidemioldgicos da
dirofilariose no perimetro urbano de Cuiaba, Mato Grosso. Empregaram um teste antigeno
para Dirofilaria immitis adulto e o teste Knott modificado. De 822 cées, 11,81 % das amostras
foram positivas para o teste antigeno e 0,41% das amostras apresentaram microfilarias. A

prevaléncia da dirofilariose para a regiao foi de 120,8 casos para cada 1000 animais. O teste
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antigeno acusou ainda como positivas 11,27 % das amostras consideradas como negativas

através do teste de Knott modificado.

COURTNEY & ZENG (2001) em um estudo de 963 caes com dirofilariose confirmada
através de necropsia, constataram que 834 foram positivos para o teste antigeno Dirochek®,
dois foram negativos e 18 fracamente positivos frente ao mesmo teste. ATKINS (2003)
comparou o0s resultados de trés testes antigenos para dirofilariose colocados a disposi¢ao nos
Estados Unidos, testados em caes com um a quatro parasitas adultos fémeas. Os resultados
indicaram que a sensibilidade destes testes variou de 78 a 84 % quando usados para analisar
amostras de soro de caes com baixo niumero de parasitas adultos, e esta sensibilidade variou
também entre os testes. A especificidade dos trés testes foi de 97%, e todos eles
apresentaram resultados falso-positivos e falso-negativos para alguns caes com baixo nimero

de parasitas adultos.

Os testes antigenos também séao utilizados no caso de infeccdo humana, onde em geral
existe um estimulo antigénico fraco de dificil deteccdo. Foi observado que respostas contra
antigenos somaticos ou secretores/excretores de parasitos adultos de Dirofilaria immitis foram
encontrados em individuos que desenvolveram dirofilariose pulmonar e individuos

soropositivos sem sintomas pulmonares (MURO et al., 1999).
1.9.5 O exame radiografico e de ultra-som

Em areas onde a dirofilariose nao € comum, os testes de rotina ndo sao realizados e as
infeccbes sao detectadas quando o animal manifesta clinicamente doenca cardiaca. A
radiografia complementa os demais testes por ser o método mais objetivo na avaliacdo da
gravidade da doenga cardiopulmonar. Os sinais caracteristicos sao ramificacoes interlobulares
e periféricas dilatadas e tortuosas, principalmente nos lobos diafragmaticos. Nos casos graves

ha evolugao para dilatagao de atrio e ventriculo direitos (KNIGHT et al., 1999; BROOKS, 2001).
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Em estudo na Alemanha sobre a frequiéncia dos sinais clinicos e les6es em 47 caes infectados
por Dirofilaria immitis, SCHREY & TRAUTVETTER (1998) observaram no exame radiografico
que hipertrofia cardiaca direita e altera¢cdes nos vasos pulmonares foram encontrados em

55,3% e 42,6% respectivamente contra 38,3% de radiografias normais

A ecocardiografia pode fornecer provas definitivas da infeccao por Dirofilaria immitis
uma vez que a parede do corpo dos parasitas adultos é altamente ecogénica e definida. Além
disso é util na avaliacdo dos efeitos anatémicos e funcionais da doenca sobre o coracao.
Contudo ndo é um método eficaz para os casos de infecgcbes com poucos parasitas (KNIGHT

et al., 1999)
1.9.6 O exame necroscopico

O exame de necropsia é o procedimento padrdo para a determinacao da dirofilariose
canina e é utilizado sempre que possivel em conjunto com os demais exames laboratoriais. E
comum o gato desenvolver a infeccao ectopica, passando despercebida durante o exame pos-
mortem. SNAYDER et al (2000) compararam os resultados de testes comerciais para pesquisa
de antigeno e anticorpo de Dirofilaria immitis com os achados de necropsia de uma populagéao
de 330 gatos, onde em 19 deles foram encontrados exemplares do parasita adulto. Em 14 dos

19 gatos, os parasitas eram de um Unico sexo.
1.9.7 O exame histopatologico

Os cortes histologicos dos granulomas excisados podem demonstrar cortes de
parasitas entre os detritos celulares da necrose central. Em geral, Dirofilaria immitis apresenta
cuticula delgada destituida de rugosidades longitudinais, caracteristicas também observadas
em outros parasitas do mesmo género, o que torna dificil a confirmac¢ao do diagnéstico apenas
pela histopatologia (GUTIERREZ et al., 1996). Por outro lado, em casos de lesées nodulares

em pulmdo, como acontece no ser humano, cuja suspeita geralmente direciona para
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neoplasias, 0 exame histopatolégico descarta esta suspeita quando observam-se os cortes de

parasitas (RODRIGUES-SILVA et al., 1995).

A Sociedade Americana de Dirofilariose criou um guia para orientar o uso dos testes
laboratoriais para caes e gatos suspeitos da doenca. Baseado neste guia, CRAIG (2003)

recomenda para caes:

¢ Filhotes com idade inferior a seis meses ndo devem ser testados para dirofilariose, pois o
periodo entre a exposicao (picada do mosquito) e a produgdo de microfilarias/secrecao de
antigeno é de seis a sete meses. As microfilarias em filhotes podem ser adquiridas in utero
se as maes estiverem infectadas, mas ndo desenvolverdo até o parasita adulto sem um
hospedeiro intermediario (mosquito).

¢ Filhotes com idade superior a seis meses e que ndo estiveram sob tratamento preventivo
para dirofilariose, devem fazer o exame direto para microfilaria. Em caso de resultado
negativo, utilizar o exame de concentracdo de microfilarias. A incidéncia de infecgbes
ocultas (microfilaria negativo/antigeno positivo) varia de 20 a 70%, devendo-se submeter o
animal negativo ao teste antigeno. Menos de 1% dos caes podem ser microfilaria
positivo/antigeno negativo, ocorrendo por remoc¢do dos parasitas adultos através de
medicagéo ou de forma espontanea.

¢ Os caes com dirofilariose e submetidos ao tratamento preventivo mensal raramente
apresentam microfilarias, devido ao efeito microfilaricida do medicamento. Os testes de

filtracdo e Knott ndo sdo recomendados para avaliar esses animais.

Para gatos, as recomendacées de CRAIG (2003) sdo:
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¢ Gatos podem ser testados para dirofilariose com os testes de anticorpo e antigeno. Se
ambos os testes derem positivo, o animal provavelmente apresenta a infeccdo. Se ocorrer
anticorpo positivo/antigeno negativo, é possivel que sejam apenas um ou dois exemplares
de Dirofilaria, ou sejam apenas machos, ou formas imaturas ou até exposi¢cdo anterior ao
parasita. Anticorpo positivo/antigeno negativo sugerem a existéncia de parasitas adultos.
Em gatos sintomaticos, mas com anticorpo negativo/antigeno negativo devem ser
submetidos a outros testes e exames complementares como radiografias e

ecocardiogramas.

As areas de litoral sdo apresentadas como enzoéticas para a ocorréncia de dirofilariose.
Atribui-se a ocorréncia de situagcbes favoraveis como clima, temperaturas elevadas e alta
precipitacdo pluviométrica favoraveis ao desenvolvimento de insetos considerados como
potencialmente vetores, como por exemplo Culex quinquefasciatus, vetor de Dirofilaria immitis
em algumas cidades do litoral sudeste e nordeste de nosso pais. Esta espécie esta
estreitamente associada a ambientes antrépicos com estrutura ausente ou ineficiente no
sistema de coleta e tratamento de aguas residuais e drenagem urbana, esta ultima

particularmente critica em areas de planicie.

A estes fatores soma-se a pouca informacdo disponivel sobre a prevaléncia da

dirofilariose e o estudo dos insetos potencialmente vetores.
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OBJETIVO GERAL

Em decorréncia das areas de litoral serem apresentadas como regides enzodticas para

Dirofilaria immitis e este parasita possuir distribuicdo cosmopolita, o presente trabalho tem por

objetivo avaliar a prevaléncia de Dirofilaria immitis em duas popula¢des de caes do municipio

de Guaratuba, assim como a evolucao clinica de animais portadores de dirofilariose e abordar

aspectos da morfologia interna de Culex quinquefasciatus (Diptera, Culicidae), espécie

considerada como potencial vetor e normalmente associada a ambientes urbanos com infra-

estrutura precaria de saneamento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Estimar a prevaléncia de Dirofilaria immitis em caes errantes capturados pela
Secretaria Municipal de Saude de Guaratuba, Parana no periodo de maio de 2001 a
abril de 2002.

Estimar a prevaléncia de Dirofilaria immitis em cdes domiciliados no Bairro
COHAPAR Il de Guaratuba, Parana no periodo de maio de 2002 a abril de 2003.
Estimar a prevaléncia de Dipetalonema sp. em caes errantes capturados pela
Secretaria Municipal de Saude de Guaratuba, Parana no periodo de maio de 2001 a
abril de 2002.

Estimar a prevaléncia de Dipetalonema sp. em caes domiciliados no Bairro
COHAPAR Il de Guaratuba, Parana no periodo de maio de 2002 a abril de 2003.
Examinar e avaliar elementos diagnésticos da evolugao clinica de caes portadores
de dirofilariose submetidos a condicées de manejo diferenciado.

Avaliar a histologia normal de Culex quinquefasciatus como possivel ferramenta

para diagnéstico de infecgao de Dirofilaria immitis no vetor.
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7. Proceder a analise histolégica do processo de digestdo do sangue ingerido por
fémeas de Culex quinquefasciatus e suas implicacdes no processo de defesa a
infeccao por Dirofilaria immitis.

8. Proceder a analise histolégica de estruturas internas de Dirofilaria immitis como
parametro auxiliar para o diagndstico histopatolégico diferencial de granulomas

parasitarios em animais e no ser humano.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Descricao geral de Guaratuba

O estudo da prevaléncia de Dirofilaria immitis em caes foi realizado no municipio de
Guaratuba, localizado na zona litordnea do Estado do Parand, cuja area abrange 1326 km? e
conta com 22 km de praias. Sua altitude é de 15 metros, Latitude de 25°53’60”S e Longitude de
48°34’°0"W com uma populagdo estimada de 32007 habitantes sendo a populagdo urbana
residente de 23156 pessoas. A rede de esgoto, 0 abastecimento de agua e a coleta de lixo
atendem respectivamente 1410, 6334 e 6724 do total de domicilios particulares e permanentes
(IBGE, 2004). Este municipio estd a 119 km da capital Curitiba, cujo acesso é feito através da
BR 277. O clima é do tipo tropical super umido, sem estagdo seca definida. A precipitagao
anual acusa valores de 1000 mms3, e a temperatura média esta entre 20 e 22° C, com maximas
superiores a 30°C e minimas entre 12 e 14°C. De acordo com a classificagao de Koeppen é do
tipo Aft, onde A significa média do més mais frio superior a 18°C, f auséncia de estagao seca,
e t ocorréncia esporadica de geadas. Em sua extensdo continental costeira e estuarina
observam-se ambientes como a baia de Guaratuba, Serra do Mar, ilhas e manguezais, e uma
diversidade floristica, com variedades de pteridéfitas e bromeliaceas terrestres, distribuidas em
um geossistema que sofre acdes de destruicdo ambiental. A fauna desta regido da Mata
Atlantica possui varias espécies de animais silvestres, considerados possiveis hospedeiros de
Dirofilaria immitis, como Procyon cancrivorus Couvier, 1798 (mao-pelada), Cerdocyon thous
Linnaeus, 1766 (cachorro-do-mato) e Herpailurus yagouarondi Lacépéde, 1809 (IPARDES,
1997).

2.2 Descricao das areas e procedimentos de amostragem

Dois grupos de caes de origens distintas foram avaliados para Dirofilaria. immitis. O

Grupo 1 era formado pelos caes errantes capturados pela Prefeitura Municipal e mantidos no
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Canil Municipal de Guaratuba. O Grupo 2 compreendeu os caes domiciliados no Bairro
COHAPAR ILI.
2.2.1 Grupo 1 - Canil Municipal de Guaratuba

Esta situado no Bairro COHAPAR Il e abriga os caes errantes apreendidos pelo servigo
de captura da Prefeitura Municipal, vinculado a Secretaria de Saude do Municipio. A
construcao é de alvenaria, e compreende dois canis coletivos, oito canis individuais e uma sala
de manejo e atendimento clinico de animais, além da sala para eutanasia (Figura 1).

A avaliacdo dos caes errantes capturados pela Prefeitura Municipal de Guaratuba
iniciou em maio de 2001, estendendo-se até abril de 2002. As visitas eram mensais e todos o0s
caes que estavam no Canil eram submetidos a avaliagao clinica prévia. A freqiéncia de
captura de caes errantes era semanal e abrangia o centro e os bairros da cidade de Guaratuba
sem uma divisdo de area pré-estabalecida. Também era dependente das variagbes climaticas,
sendo cancelada quando havia intempéries. Os animais permaneciam no canil durante sete
dias no aguardo da identificagcdo pelo proprietario ou disponiveis para doacédo, apds este
periodo eram submetidos a eutanasia. Para cada animal era preenchida uma ficha propria com

informacoes sobre idade provavel, raca, sexo, porte e a data da avaliagao.
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Figura 1. Canil Municipal de
Guaratuba, PR. A. Vista frontal.
B. Entrada principal para acesso
aos canis coletivos e individuais.
C. Canis individuais.

2.2.2 Grupo 2 - Bairro COHAPAR II.

A partir de maio de 2002, a pesquisa de Dirofilaria immitis passou a ser realizada em
caes do Bairro COHAPAR II. Este bairro originou-se de uma area de invasao, sendo
caracterizado pela geografia de baixada litordnea, arborizado, composto de edificagbes em sua
maioria constituidas de madeira, com um ou com dois pavimentos. O acesso ao bairro é feito
através de ruas sem cobertura asfaltica e a infra-estrutura bésica € precaria (Figura 2). Mais de
95% das residéncias sdo permanentemente habitadas, isto é, sdo poucas aquelas com
finalidade de veraneio. O nivel sécio-econémico da populacao fixa que predomina é o de baixo
poder aquisitivo, sobrevivendo do comércio informal como pesca, comércio ambulante,
prestacdo de servicos ou pequenos estabelecimentos comerciais. A colheita das amostras de
sangue neste local abrangeu o periodo compreendido entre maio de 2002 e abril de 2003. Nas

visitas mensais eram avaliados os caes, cujos proprietarios haviam concedido previamente a
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permissao apos justificativa e explicacao do procedimento. Cada animal tinha uma ficha propria

com informacbes sobre idade provavel, raca, sexo, porte, proprietario e data da avaliacao.

Figura 2. Bairro COHAPAR I,
Guaratuba, Parana. A. Condicoes
de drenagem das aguas em uma
rua do bairro. B. Aspecto geral
das moradias. C. Peridomicilio
com abrigo de caes

2.3 Avaliacao clinica dos caes

Cada animal foi submetido ao exame clinico prévio para avaliacdo das condicdes gerais
de saude. Este exame consistiu da avaliacdo da pelagem e da pele, da denticao para a
determinacdo da idade aproximada, do estado nutricional, coloracdo das mucosas oral e
ocular, além da avaliacao dos orificios naturais. A determinacdo da idade baseou-se nos
critérios descritos em ROYAL CANIN (2001).

A colheita do sangue foi realizada através de venopuncao da jugular, com assepsia
local prévia com éalcool-iodado e o animal posicionado em estagao ou decubito lateral, contido

por mordaca descartavel. Para cada animal foram utilizadas seringa para 5 ml e agulha
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descartaveis. As amostras de sangue foram acondicionadas em frasco proprio com
anticoagulante EDTA (0,03 ml de Sal Sédico do Acido Etilenodiaminotetracético) devidamente
identificadas, e mantidas em recipiente térmico de isopor com gelo, até serem armazenadas
em refrigerador com temperatura de 2 a 4°C.

24 Exames laboratoriais utilizados para a pesquisa e identificacao de
microfilarias no sangue

Cada amostra de sangue foi submetida simultaneamente aos trés métodos laboratoriais
descritos a seguir como forma de aumentar a confiabilidade dos resultados.

2.4.1 Exame direto do sangue a fresco

O objetivo deste procedimento é a deteccao e avaliacdo do padrdo de movimentacao
das microfilarias para identificagdo da espécie. Foi realizado de acordo com o protocolo de
HAHN (1999):

= Apods a homogeneizacao do sangue no frasco, uma gota com 25ul, retirada com pipeta
calibrada foi colocada em I&mina para microscopia, recobrindo-a com laminula 24x36mm.

= Nas amostras positivas a presenca das microfilarias era percebida pelo turbilhonamento
das células sanguineas. Dirofilaria immitis foi identificada pelo movimento serpentiforme e
estacionario e Dipetalonema sp pelo movimento progressivo.

*= A avaliagdo de cada amostra de sangue foi feita em fotomicroscépio éptico trinocular
Olympus CBA sob objetiva de 4x e 10x.

2.4.2 Método de Knott (1939) modificado por NEWTON & WRIGHT (1956)

O Teste de Knott modificado possibilita a realizagdo da micrometria dos parasitas,
critério utilizado para identificar e diferenciar pelo estudo dos detalhes morfolégicos as
microfilarias encontradas.

= Foi misturado 1ml de sangue com EDTA a 0,03% com 9 ml de solucéo de formalina a 2%

para proceder a lise dos eritrécitos e fixar as microfilarias. Centrifugou-se a mistura a
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1200 rpm durante cinco minutos, desprezando-se o sobrenadante e foi adicionada ao
sedimento uma gota de azul de metileno a 0,1% e apds dois minutos, transferiu-se o
sedimento para lamina de microscopia e recoberto com laminula. A avaliacao foi feita em
microscopio éptico binocular Olympus CBA sob objetiva de 4x e 10x.
Para a identificacdo microscopica através do exame direto de sangue a fresco e método
de Knott modificado foram utilizadas as caracteristicas de microfilarias de Dirofilaria immitis
descritas por SLOSS et al. (1999) (Tabela 1).

TABELA 1 — Caracteristicas morfologicas para identificacdo de
microfilarias de Dirofilaria immitis.

Caracteristicas morfologicas de microfilarias de Dirofilaria.
immitis de acordo com SLOSS at al., 1999

Comprimento 295 — 325um
Largura 5-7,5um
Cabeca Fina

Cauda Reta

Forma do corpo Reto
Movimento Estacionario

NUmeros Relativos Poucos a muitos

2.4.3 Snap® Canine Heartworm Antigen Test Kit (IDEXX Laboratories)

E um teste de imunoensaio enzimatico para a deteccdo semiquantitativa de antigeno de
Dirofilaria immitis em sangue total, soro ou plasma de caes e gatos. Neste estudo foi aplicado
as amostras de sangue total para confirmacao dos resultados obtidos pelos exames de sangue
direto a fresco e pelo teste de Knott modificado. Os procedimentos para a realizagdo do Snap®
Test seguiram as orientacdes fornecidas pelo fabricante:

1. A amostra de sangue com anticoagulante foi misturada gentilmente por inversdo do

frasco e com a pipeta plastica que acompanha o kit foram colocadas 02 gotas de sangue
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no tubo préprio e adicionadas 05 gotas do Conjugado Anti-HTWM:HRPO, misturadas
por inversao trés a cinco vezes.

2. No poco de amostra do dispositivo foi colocado todo o conteddo do tubo, sendo
acionado o Ativador apos dois minutos e a leitura realizou-se apds 6 minutos de reacao

e a interpretacao dos resultados baseou-se nas indica¢des do fabricante (Figura 3).

Interpretacao do resultado

Indicador de nivel

alto de antigeno Controle positivo

Indicador de nivel baixo de
antioeno

Controle negativo
Resultado negativo

1] Somente o controle positivo desenvolve
/ cor

Resultado positivo

1-
47
2. 5

Reacao com o controle negativo

Controle positivo e indicador de nivel baixo de antigeno
desenvolvem cor.

N a—

Controle positivo e ambos os indicadores para antigeno
desenvolvem cor.

e
‘—l

1.
Se a cor dos indicadores de baixo ou alto nivel € mais escura do que
o controle negativo o resultado € positivo

2.
Se a cor do controle negativo é igual ou mais escura que a cor dos

indicadores de baixo ou alto nivel de antigeno, repetir o teste.

Figura 3: Interpretacado dos resultados do Snap® Canine Heartworm Antigen Test Kit (IDEXX
Laboratories) segundo indicagao do fabricante.
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2.5 Acompanhamento clinico de caes positivos para Dirofilaria immitis
2.5.1 Exames clinicos do cao mantido sob condicdes controladas no
UHVAC
A Unidade Hospitalar para Animais de Companhia (UHVAC) esta localizada no Campus
S&o José dos Pinhais, da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, em S&o José dos
Pinhais, Parana. Juntamente com outras quatro Unidades que faz parte do Complexo Hospital
Veterinério, que atende o Curso de Medicina Veterinaria e oferece servicos em clinica,
diagndstico por imagem e exames laboratoriais de animais de companhia a comunidade em
geral. O céo positivo para Dirofilaria immitis foi mantido no canil de isolamento para doencas
infecto-contagiosas da UHVAC, isolado do exterior com tela de malha fina para evitar o contato
com a fauna local de culicidios. O animal recebeu alimento industrializado peletizado e agua a
vontade durante sua permanéncia no canil. Entre abril de 2002 e julho de 2004 o céo foi
submetido a quatro avaliagdes completas, onde constavam o exame clinico geral do animal,
acompanhado do hemograma, teste de Knott modificado, Snap® Test, exame
coproparasitolégico e parasitolégico de pele, exame radiografico e de ultra-som. O exame
radiografico de térax foi feito no Aparelho de Radiografia marca Siemens Polidonos LX 30 500
MA e Processadora Automatica Multi-U 45 x. Para o exame de ultra-som utilizou-se o aparelho
para Ultra-sonografia HITACHI modelo EUB-405 5MHz e impressora SONY modelo UP-890

MD (Figura 4).
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4 3
Figura 4. A/B. Vista frontal da Unidade Hospitalar para Animais de Companhia da PUCPR
(UHVAC) em Sao José dos Pinhais, PR. C/D. Canil para doengas infecto-contagiosas,
PUCPR. E/F. Exame clinico e venopuncdo em jugular do cdo positivo para Dirofilaria
immitis. G/H. Exame radiografico e de ultra-som do cao positivo para Dirofilaria immitis.
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Para o controle da microfilaremia o cao foi submetido a venopung¢do em jugular a cada
quatro semanas, no periodo compreendido entre abril de 2002 e maio de 2003. Para a
pesquisa da densidade de microfilarias durante o dia, foram colhidas amostras de sangue pela
manha, no meio do dia e o final da tarde. Cada amostra de sangue acondicionada em frasco
proprio com anticoagulante EDTA foi mantida sob refrigeracédo entre 2 e 4°C até ser avaliada. A
contagem de microfilarias foi feita através do exame direto de sangue a fresco. Para cada
amostra de sangue foram confeccionadas quatro laminas para totalizar 100pl.
2.5.2 Procedimentos clinicos adotados para o cao mantido em condicé6es
nao controladas no Bairro COHAPAR Il, Guaratuba, Parana
O cao positivo para Dirofilaria immitis permaneceu em seu domicilio em todo o periodo
da pesquisa o que permitia estar em contato constante com a fauna local de culicidios (Figura
5).

Entre janeiro de 2003 e marco de 2004, o animal foi submetido mensalmente ao exame
clinico geral e a venopuncao em jugular para avaliagao da microfilaremia. Cada amostra de
sangue era acondicionada em frasco proprio com anticoagulante EDTA e mantida sob
refrigeragao entre 2 e 4°C até ser avaliada como protocolo descrito.

Ap6s o Obito natural do cdo “Lobo”, seu cadaver foi encaminhado para exame
necroscépico no Laboratério de Necropsia do Curso de Medicina Veterinaria da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, Campus Sao José dos Pinhais. Os fragmentos de 6rgaos
foram processados e as laminas para histopatologia foram confeccionadas no Laboratério de
Patologia Veterinaria do Curso de Medicina Veterinaria da Pontificia Universidade Catdlica do
Parana, Campus Sao José dos Pinhais. A leitura, interpretacdo das laminas e registro das
imagens foram feitos em fotomicroscépio éptico trinocular Olympus CBA sob objetiva de 4x,

10x e 40x.
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Figura 5. A. “Lobo”, cao microfilarémico e positivo para
Dirofilaria immitis. B. Médico Veterinario Luiz C. Leite
(centro) e proprietarios do “Lobo”, Sr. Romalino e Sra.
Claudia em seu domicilio no Bairro COHAPAR |l
Guaratuba, PR.
2.6 Culex quinquefasciatus
2.6.1 Estabelecimento da col6nia de Culex quinquefasciatus.

Foi feita a partir da captura domiciliar e peridomiciliar de exemplares de mosquitos em
Curitiba, PR. Os espécimes foram capturados com dispositivo aspirador préprio e mantidos em
gaiolas teladas, sendo alimentados com mel diluido a 10% e tendo a disposicao frascos com
agua para a oviposicao. Os aglomerados de ovos desta espécie, facilmente identificados pela
formagéo tipica de “jangadas” flutuantes na superficie da agua, foram entao transferidos para
frascos individuais com agua limpida, identificados com a data da oviposicdo e monitorados
para observacao da eclosao das larvas, cuja data também foi registrada.

As larvas mantidas em frascos com agua receberam alimento para peixe de aquario

(Tetramin®) adequadamente triturado. Quando atingiram a fase de pupa, foram colocadas em

frascos com agua dentro de gaiolas teladas para a emergéncia do adulto e respectivo registro.
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2.6.2 Pesquisa de cristais de oxihemoglobina em intestino médio de Culex
quinquefasciatus

Para o repasto, exemplares de fémeas adultas com 24 horas de vida foram colocadas
em contato direto com cao saudavel através de dispositivos proprios telados nas extremidades,
onde permaneceram até o ingurgitamento completo. Apés uma hora, os exemplares foram
imobilizados em temperatura de congelador por cinco minutos e cada exemplar foi comprimido
entre laminas, adicionada uma gota de corante de Shorr e levados ao microscépio para
observacao.

2.6.3 Preparo dos exemplares de Culex quinquefasciatus para o estudo
histolégico

Para o estudo histolégico foram selecionados exemplares de fémeas com 24 horas de
vida e sem repasto, fémeas com 48 horas de vida e pds-repasto imediato e fémeas com 72
horas de vida e ap6s 24 horas do repasto.

Os exemplares selecionados foram preparados conforme protocolo modificado
especificamente para este estudo histoldgico. Os exemplares foram levados a temperatura de
congelador por cinco minutos para serem imobilizados e entdo colocados em solucao fixadora
de Dubosc-Brasil (acido picrico 1g + formaldeido 60ml + &cido acético glacial 15ml + alcool
etilico p.a. a 80%) e mantidos por 8 horas em estufa Biomatic a 36°C para fixacdo dos tecidos.
Depois de retirados do fixador passaram por desidratacdo em trés banhos em alcool etilico
p.a., permanecendo uma hora em cada um, seguidos da diafanizagdo em dois banhos em
xileno p.a., permanecendo 30 minutos em cada um. Na fase de embebicdo em parafina
histologica fundida permaneceram em estufa a 56°C por 3 horas. A emblocagem foi feita em
moldes plasticos contendo parafina histolégica fundida. Os cortes histolégicos de cinco a sete

micrémetros foram feitos em micr6tomo American Optical, Modelo 820, Série 42492.
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As laminas com os cortes seriados foram submetidas a quatro coloracdes:
Hematoxilina-Eosina, universal para tecidos; Tricromico de Mallory e Tricrdmico de Shorr, para
fibras conjuntivas e fibras musculares; Azul de Toluidina, para mucopolissacarideos.

A avaliacdo das laminas e o registro das imagens foram feitos em fotomicroscopio
optico trinocular Olympus CBA sob objetivas de 4x, 10x e 40x.

2.7 Preparo dos exemplares adultos de Dirofilaria immitis para o estudo
histoldégico

Os exemplares para o estudo histolégico provieram de acervo particular da regido de
Paranagua, litoral paranaense e estavam fixados em solucéo de formol a 10%.

Os exemplares selecionados foram preparados conforme protocolo modificado
especificamente para o estudo histoldégico deste parasita. Inicialmente os exemplares foram
colocados em solucéao fixadora de Dubosg-Brasil (4cido picrico 1g + formaldeido 60ml + acido
aceético glacial 15ml + alcool etilico p.a. a 80%) e mantidos por 2 horas em estufa Biomatic a
36°C para fixacao dos tecidos. Depois de retirados do fixador passaram por desidratacdo em
trés banhos em alcool etilico p.a., permanecendo uma hora em cada um, seguidos da
diafanizacdo em dois banhos em xileno p.a., permanecendo 15 minutos em cada um. Na fase
de embebicao em parafina histoldgica fundida permaneceram em estufa a 56°C por 1 hora. A
emblocagem foi feita em moldes plasticos contendo parafina histolégica fundida. Os cortes
histolégicos de cinco a sete micrometros foram feitos em micrétomo American Optical, Modelo
820, Série 42492.

As laminas com os cortes seriados foram submetidas a quatro coloracdes:Hematoxilina-
Eosina, universal para tecidos; Tricromico de Mallory e Tricromico de Shorr, para fibras

conjuntivas e fibras musculares e Azul de Toluidina para mucopolissacarideos.
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3 RESULTADOS

Foi possivel identificar algumas diferencas entre as populacdes caninas estudadas para
Dirofilaria immitis em Guaratuba. O nimero de caes analisados no Canil Municipal foi maior
que no Bairro, apesar de abranger o mesmo periodo de estudo. Entre os grupos observaram-
se diferengas ainda com relagao ao percentual de machos e fémeas e porte.

3.1 Prevaléncia de Dirofilaria immitis em caes do Canil Municipal de Guaratuba,

Foram analisadas amostras de sangue de 164 cdes como resultado do servico de
captura pelo municipio no periodo de 12 meses. Deste total, 82 animais eram do sexo
masculino e 82 do sexo feminino (Figura 6). Os animais SRD foram a maioria, 92,7%, variando
entre um e dois 0 numero de cdes mesticos e com raga. Por esse motivo, a pelagem
apresentou diversos padrées de coloragdo, sendo mais comuns o padrdo bege, tricolor,
preto/branco e preto/bege somando 57,3% dos animais. As idades variaram entre um e quinze
anos, prevalecendo os animais de doia a quatro anos, 72,56% (Figura 7). A maioria era de
porte pequeno e médio, totalizando 89,63% (Figura 8).

As amostras de sangue avaliadas através do exame direto a fresco, teste de Knott
modificado e Snap® Test revelaram apenas um cao positivo para Dirofilaria immitis, com
aproximadamente seis anos de idade, porte médio e pelagem dourada, ou seja acusando
prevaléncia de 0,6% de infec¢ao por Dirofilaria immitis nos caes errantes capturados pelo
Servigco Municipal.

A prevaléncia de Dipetalonema sp. atingiu 11,6% dos animais capturados, sendo oito
fémeas e onze machos em todo o periodo de abrangéncia do estudo. Houve grande diferenca

fenotipica, porte, pelagem e também idade.
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n.2 de caes

machos fémeas

Figura 6. Frequéncia de caes machos e fémeas
avaliados para microfilarias de Dirofilaria immitis no
Canil Municipal de Guaratuba, PR, no periodo de 12
meses entre maio de 2001 e abril de 2002.
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Figura 7. Idade dos caes avaliados para microfilarias de
Dirofilaria immitis no Canil Municipal de Guaratuba, PR,
no periodo de 12 meses entre maio de 2001 e abril de

2002.
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61

n.2 de animais

Pequeno Médio Grande
Figura 8. Porte dos caes avaliados para
microfilarias de Dirofilaria immitis no Canil

Municipal de Guaratuba, PR, no periodo de 12
meses entre maio de 2001 e abril de 2002.

3.2 Prevaléncia de Dirofilaria immitis em caes domiciliados do Bairro COHAPAR lI,
Guaratuba, PR

A prevaléncia atingiu 4,2% dos caes domiciliados investigados no Bairro COHAPAR II.

Do total de 71 caes avaliados, 44 animais eram do sexo masculino e 27 do sexo
feminino (Figura 9). Prevaleceram os caes SRD, 95,7%, sobre os demais animais com raca.
Desta forma a pelagem apresentou diferentes padrées de coloracdo onde os mais comuns
foram o preto, o branco, preto/branco e bege somando 52,1% dos animais. As idades variaram
entre um e treze anos, e 0s caes com até quatro anos formaram 71,8% da populacao avaliada
(Figura 10). A maioria era de porte pequeno e médio, totalizando 95,5% dos animais do grupo
(Figura 11) (Apéndice 03).

Neste grupo de 71 animais, trés caes foram diagnosticados positivos para Dirofilaria
immitis. As amostras de sangue do cao n° 21, macho, com quatro anos de idade, porte

pequeno e pelagem preta, e do cdo n.? 63, macho, com trés anos, porte pequeno e pelagem
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branca reagiram positivamente apenas ao Snap® Test, acusando resultado negativo no exame
direto a fresco e teste de Knott modificado. A amostra de sangue do cdo Lobo, n°. 55,
analisada através do exame direto a fresco, teste de Knott modificado e Snap® Test reagiu de
forma positiva para os trés testes.

No mesmo grupo de caes a prevaléncia para Dipetalonema sp. foi de 5,6%, um pouco
superior ao atingido por Dirofilaria immitis. Todos eram do sexo masculino, SRD, com idade
entre dois anos e cinco anos e meio, de porte médio. Os casos positivos ficaram restritos aos

meses de maio e julho.

n.2 de caes

machos fémeas

Figura 9. FreqUéncias de céaes machos e
fémeas avaliados para microfilarias de
Dirofilaria immitis no Bairro COHAPAR I,
Guaratuba, PR, no periodo de 12 meses, entre
maio de 2002 e abril de 2003.
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n.2 de caes

n.2 de caes

Figura 10. Idade dos caes avaliados para
microfilarias de Dirofilaria immitis no Bairro
COHAPAR I, Guaratuba, PR, no periodo de 12
meses, entre maio de 2002 e abril de 2003.
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3

=

pequeno médio grande

Figura 11. Porte dos caes avaliados para
microfilarias de Dirofilaria immitis no Bairro
COHAPAR I, Guaratuba, PR, no periodo de 12
meses, entre maio de 2002 e abril de 2003.
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3.3 Acompanhamento clinico dos caes positivos para Dirofilaria immitis
3.3.1 Avaliacgao clinica do cao “Diro” do Canil Municipal de Guaratuba.

Foi diagnosticado com dirofilariose um cdo macho, sem raca definida, de porte médio e
pelagem dourada, com aproximadamente seis anos de idade capturado pelo servico municipal
de Guaratuba, o qual foi denominado de “Diro”.

A amostra de sangue do cao “Diro”, n°. 162, analisada simultaneamente através do
exame direto a fresco, teste de Knott modificado e Snap® Test reagiu de forma positiva para
Dirofilaria immitis nos trés testes. O cao foi transferido para o canil de isolamento em Sao José
dos Pinhais e submetido aos exames clinico geral, parasitolégico, radiolégico e de ultra-som,
além da repeticdo dos exames para Dirofilaria immitis e hemograma (Figura 12). Os exames
clinicos e respectivos exames laboratoriais foram repetidos entre maio de 2002 e julho de 2004

totalizando quatro avaliagées (Quadro 2)

Avaliacao n.2 1 em abril de 2002
= Exame clinico: o estado geral era bastante debilitado; havia alopecia difusa e

lesGes cutaneas perfurantes de origem traumatica na regiao cervical. As mucosas
estavam hipocoradas.

= Hemograma: Observou-se anemia regenerativa. Haviam plaquetas aumentadas
em numero e tamanho, neutrofilia, eosinofilia e monocitose.

= Exame direto de sangue a fresco: A microfilaremia média era de 68 microfilarias
de Dirofilaria immitis/100ul de sangue.

= Teste de Knott modificado: Positivo para microfilarias de Dirofilaria immitis.

= Snap® Test: Positivo para antigeno de Dirofilaria immitis.

= Parasitologico de pele: Foram observadas infestacées por Sarcoptes scabiei var.

canis, Trichodectes canis, Ctenocephalides canis. Para combater as parasitoses o
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animal foi submetido ao tratamento topico de trés banhos com amitraz em
intervalos de 30 dias entre cada um deles.

Coproparasitologico: Fezes eram escuras e pastosas. Através dos exames de
fezes de flutuacdo e sedimentagdo foram identificados ovos de Ancylostoma
sp., Toxocara canis e Trichuris vulpis. Foi feito o tratamento oral com trés doses de
pamoato de pirantel administrado mensalmente.

Exame radiografico: Aumento de contato de coragdo direito com o esterno
(aumento do ventriculo direito), deslocamento dorsal de terco distal da traquéia.
Na projegdo ventrodorsal observou-se coracdo em “D” invertido (aumento do
ventriculo direito). Em campos pulmonares ndo foram observadas alteragdes
radiograficas evidentes (Figura 13).

Exame de ultra-som : Nao foram observadas alteracdes evidentes

Avaliacao n.2 2 em abril de 2003, treze meses depois

Exame clinico: condigao fisica, atitude e postura normais; mucosas normocoradas
e auséncia de edema de extremidades; padrao respiratério normal com freqiiéncia
de 30 movimentos por minuto e auséncia de tosse; jugulares ndo dilatadas e com
auséncia de pulso. Percussao cardiaca revelou o coracdo em seus limites
normais; percussdo de campos pleuro-pulmonares normal. Ausculta pulmonar
normal. Ausculta cardiaca revelou hiperfonese da segunda bulha com eventuais
desdobramentos. Percussado e palpacdo abdominais revelaram hepatomegalia
(figado a 1,5 cm do rebordo costal) e esplenomegalia (bago na fossa inguinal
esquerda)

Hemograma: os valores do sangue estavam compativeis com os de referéncia.

Nao foram observadas microfilarias de Dirofilaria immitis.
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Exame direto de sangue a fresco: auséncia de microfilarias de Dirofilaria immitis.
Teste de Knott modificado: auséncia de microfilarias de Dirofilaria immitis.

Snap® Test : Positivo para antigeno de Dirofilaria immitis.

Parasitol6gico de pele: Negativo

Coproparasitolégico: Negativo

Exame radiografico: Nao houve evolugdo no quadro das alteracdes observadas
anteriormente no coracao e nos pulmaoes.

Exame de ultra-som: Nao foram observadas alteragdes evidentes

Avaliacao n.2 3 em outubro de 2003, dezenove meses depois
Exame clinico: O padrao do exame fisico manteve-se o mesmo.
Hemograma: os valores do sangue estavam compativeis com os de referéncia.
Exame direto de sangue a fresco: auséncia de microfilarias de Dirofilaria immitis.
Teste de Knott modificado: auséncia de microfilarias de Dirofilaria immitis.
Snap® Test. Negativo para antigeno de Dirofilaria immitis.
Parasitolégico de pele: Negativo
Coproparasitolégico: Negativo
Exame radiografico: Nao houve evolugcdo no quadro das alteragbes observadas
anteriormente no coragdo. Campos pulmonares apresentaram discreto padrao
intersticial miliar em lobos dorso-caudais e mediais compativel com calcificacao de
brébnquios em cao idoso. (Figura 13)

Exame de ultra-som: Nao foram observadas alteragdes evidentes

Avaliacao n.2 4 em julho de 2004, 27 meses depois

Exame clinico: O padrdo do exame fisico manteve-se 0 mesmo.
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Hemograma: os valores do sangue estavam compativeis com os de referéncia.
Nao foram observadas microfilarias de Dirofilaria immitis.

Exame direto de sangue a fresco: auséncia de microfilarias de Dirofilaria immitis.
Teste de Knott modificado: auséncia de microfilarias de Dirofilaria immitis.

Snap® Test : Negativo para antigeno de Dirofilaria immitis.

Parasitolégico de pele: Negativo

Coproparasitolégico: Negativo

Exame radiografico: Aumento de contato de coragdo direito com o esterno
(aumento do ventriculo direito), endireitamento da silhueta cardiaca caudal com
discreta proeminéncia de atrio esquerdo, deslocamento dorsal da traquéia. Na
projecao ventrodorsal observa-se coracao em “D” invertido (aumento do ventriculo
direito). Campos pulmonares com padrao intersticial miliar em lobos dorso-
caudais e mediais, compativeis com calcificacdo de brénquios em animais idosos
(Figura 13).

Exame de ultra-som: Ndo foram observadas alterac¢des evidentes (Figura 14).
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QUADRO 2 - Demonstrativo das avaliacoes clinicas, laboratoriais e de imagem entre maio
de 2002 e julho de 2004 do cao “Diro” positivo para Dirofilaria immitis, proveniente do

Canil Municipal de Guaratuba, PR.

Abril 2002

Abril 2003

Outubro
2003

Julho 2004

Exame clinico

Hemograma

Exame direto
de sangue a
fresco

Teste de Knott
modificado

Snap® Test

Parasitolégico
de pele

Coproparasi-
tologico

Exame
Radiografico

Exame de
Ultra-som

e Estado geral
debilitado

e Lesdes cutaneas
alopécicas e
perfurantes

e Mucosas hipocrémicas

e Hiperfonese da 22.
bulha

* Anemia regenerativa
¢ Neutrofilia, eosinofilia,
monocitose

e Positivo para
microfilarias

e Positivo para
microfilarias de D.
immitis

e Positivo para D.
immitis

e Sarcoptes scabiei var.
canis

e Trichodectes canis

Ctenocephalides canis

e Escuras e pastosas
® Ancylostoma sp.

e Toxocara canis

e Trichuris vulpis

e Aumento de ventriculo
direito do coracao

¢ Deslocamento dorsal
do tergo distal da
traquéia

e Sem alteragbes
cardiacas evidentes.

¢ Condigbes fisicas
normais

e Mucosas
normocoradas

¢ Hiperfonese da 22.
bulha

e Compativel com os
valores de referéncia

e Negativo

e Negativo

Positivo para D. immitis

e Negativo

¢ Negativo

e Sem evolugéo das
alteracdes cardiacas

¢ Discreto padrao
intersticial miliar em
pulmao.

e Sem alteracdes
cardiacas evidentes.

e Sem alteragdes
do padrao
apresentado

e Compativel
com os valores
de referéncia

e Negativo

e Negativo

e Negativo

¢ Negativo

e Negativo

e Sem evolugao
das alteragdes
cardiacas

e Discreto padrao
intersticial
miliar em
pulméao.

¢ Sem alteragbes
cardiacas
evidentes.

e Sem alteragdes
do padréao
apresentado

e Compativel com
os valores de
referéncia

e Negativo

e Negativo

¢ Negativo

e Negativo

¢ Negativo

e Aumento de
ventriculo direito
e discreta
proeminéncia de
atrio esquerdo.

e Padrao intersticial
miliar em
pulmao.

e Sem alteragdes
cardiacas
evidentes.

83




Na avaliagdo da periodicidade observou-se ndo haver variacao significativa no nimero
de microfilarias durante o dia, classificando este cao como manifestacao aperiddica da
densidade das microfilarias. A microfilaremia foi avaliada mensalmente, totalizando 14
analises. Nas duas analises iniciais a contagem média de microfilarias variou entre 65 e 68
unidades/100wl de sangue. A partir da terceira analise observou-se diminuicao progressiva do
namero de microfilarias circulantes. Tendo em vista a auséncia de microfilarias nas duas
ultimas analises, oanimal foi doado para uma familia, retornando para as avaliagbes n.° 3 e n.°

4, em outubro de 2003 e julho de 2004 respectivamente.(Figura 15)
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Figura 12. A. “Diro”, cao microfilarémico positivo para Dirofilaria immitis,
diagnosticado no Canil Municipal de Guaratuba, PR. B. Canil de isolamento
da Unidade Hospitalar para Animais de Companhia da PUCPR, Curitiba,
PR. C. Venopungéo. D. Microfiléria de Dirofilaria immitis em exame direto a
fresco. E. Microfilaria em Teste de Knott modificado. F. Snap® Test positivo
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Figura 13. Exames complementares do “Diro” cao microfilarémico positivo para
Dirofilaria immitis, diagnosticado no Canil Municipal de Guaratuba, PR. A.
Preparo para o exame radiol6gico. B. RX n.® 1 realizado em abril de 2002 com
aumento do VD do coragao. C. RX n.? 3 realizado em outubro de 2003, 19 meses
apds, sem evolucao do quadro. D. RX n.% 4 realizado em junho de 2004, apos 27
meses, com aumento do VD e discreta proeminéncia do AD.
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Figura 14. Exames complementares
de “Diro”, cao microfilarémico
positivo para Dirofilaria  immitis,
diagnosticado no Canil Municipal de
Guaratuba, PR. A e B. Exame de
ultra-som no UHVAC/PUCPR. C.
Resultado do exame de ultra-som
realizado na Avaliagéo n.? 4, em
julho de 2004, sem alteracoes
evidentes.
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Figura 15. Numero de microfilarias circulantes de Dirofilaria
immitis detectadas nas avaliacgbes mensais de “Diro”,
detectado no Canil Municipal de Guaratuba, PR. e mantido no

UHVAC/PUCPR.
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3.3.2 Bairro COHAPARIII

Foi diagnosticado microfilarémico de dirofilariose um cao macho, SRD, de porte médio e
com pelagem cinza, com aproximadamente 10 anos de idade, denominado “Lobo”, pertencente
ao Senhor Romalino José Costa e Sra. Claudia H. Xisto. A amostra de sangue do céo Lobo, n.®
55, analisada através do exame direto a fresco, teste de Knott modificado e Snap® Test reagiu
de forma positiva para Dirofilaria immitis nos trés testes (Figura 16). Durante as avaliacdes
mensais do cao, seu estado geral era de um animal magro, com pelagem aspera e sem brilho.
Na ultima avaliacdo houve depressdo evidente do estado geral. O animal encontrava-se
debilitado e acentuadamente magro, permanecendo em decubito a maior parte do tempo.
Poucos dias apds o animal veio a 6bito, e foi submetido ao exame anatomopatolégico com a
devida permissao dos proprietarios.

Ao total foram feitas 14 andlises do sangue, sendo a média da primeira analise de 70
microfilarias/100ul de sangue. Na segunda analise, o numero de microfilarias diminuiu para
43/100ul de sangue, havendo reducao progressiva do numero de microfilarias nas analises
posteriores. Por ocasidao do 6bito, na ultima avaliacao, em fevereiro de 2004, a média ficou em

4 microfilarias/100ul de sangue.(Figura 17)
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Figura 16. Sangue do cao “Lobo”
microfilarémico  positivo  para
Dirofilaria immitis, domiciliados
no Bairro COHAPAR I,
Guaratuba, PR. A. Microfilaria de
Dirofilaria immitis em exame
direto a fresco. B. Microfilaria em
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Figura 17. Numero de microfilarias circulantes de
Dirofilaria immitis detectadas nas avaliacbes mensais de
“Lobo”, domiciliado no Bairro COHAPAR, Guaratuba, PR.
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Ao exame necroscopico observou-se externamente que o animal era acentuadamente
magro, com pelagem aspera e sem brilho, com areas difusas de alopecia. Existiam Ulceras
cutaneas recobertas por crostas, de tamanhos varidveis, com diferentes localizagcbes. A
mucosa oral era acentuadamente palida, existia fiboromatose gengival e auséncia de dentes
incisivos. Alguns dentes eram fraturados e irregularmente desgastados, com presenca de
tartaro. O edema pulmonar era moderado € havia liquido sero-bolhoso na luz da traquéia até a
sua porcao média. Existia hidropericardio e ndao foram observados exemplares adultos de
Dirofilaria immitis no coragdo e em vasos da base. Em &trio direito, o endocardio apresentava
pequena area de coloracao palida (Figura 18). Nao existia alimento no estémago e o conteddo
intestinal era escasso e apenas na porgao final. Os rins apresentavam espessamento focal das
capsulas que estavam aderidas ao parénquima nesta area. A vesicula urinaria estava
preenchida por urina de coloracdo amarela escura. Nos demais érgaos nao existiam alteracoes
macroscopicas evidentes.

Ao exame microscopico, nos cortes de pele observou-se dermatite ulcerativa moderada.
O coracao apresentou areas com degeneracdo gordurosa, necrose focal e hipertrofia de
midcitos isolados. No pulméo havia edema moderado e antracose. Também se observou
nefrite intersticial ndo purulenta focal, nefrose moderada e micrélitos na medular renal. No
figado havia necrose focal e degeneracao gordurosa e fibrose ao redor da veia centro-lobular.
Em parétida existia severa reacao inflamatéria purulenta sendo observados cortes de
microfilarias no parénquima e no interior de vaso (Figura 19). Também existia hiperplasia
parenquimatosa focal na tiredide e enterite catarral descamativa. Observou-se orquite ndo

purulenta multifocal, e degeneracao testicular com azoospermia.
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Figura 18. Exame necroscopico do
cao microfilarémico positivo para
Dirofilaria immitis, diagnosticado no
Bairro COHAPAR II, Guaratuba, PR.
A. Animal magro e com lesdes
cutdneas (seta). B. Mucosa oral
palida e dentes fraturados. C.
Aspecto geral interno do cadaver. D.
Hidropericardio. E. Areas palidas no
miocéardio em AD (circulo).
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Figura 19. Exame histopatolégico do cao microfilarémico positivo para
Dirofilaria immitis, diagnosticado no Bairro COHAPAR II, Guaratuba, PR. A/B.
Parétida com cortes de microfilarias (circulo). Azul de Toluidina. Obj.40x. C.
Parotida com cortes de microfilarias. Hematoxilina-Eosina. Obj. 40x. D. Figado
com fibrose centro-lobular (seta). Tricromico de Shorr. Obj. 40x.

3.4 Pesquisa de cristais de oxihemoglobina em intestino médio de Culex
quinquefasciatus

No exame direto do contetdo do intestino médio de exemplares de Culex

quinquefasciatus ap6s uma hora do repasto observaram-se numerosas estruturas sélidas,

filiformes e pontiagudas, relativamente refringentes, compativeis com os cristais de

hemoglobina descritos na literatura (Figura 20).
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Figura 20. Culex quinquefasciatus.
Exame microscopico direto do
conteudo do intestino médio, apés
uma hora do repasto em cao, onde
se observam cristais de
hemoglobina (seta) e tubulos de
Malpighi (TM). Corante de Shorr.
Obj. 10x.

3.5 Aspectos histologicos do intestino médio, intestino posterior e ovarios de
Culex quinquefasciatus
A) Fémeas com 24 horas de vida e sem repasto

Em corte longitudinal da regido abdominal observa-se parte da regido posterior do
intestino médio com conteddo amorfo preenchendo parcialmente a luz, o que ndo esta
presente no intestino posterior, separado pelo piloro. No reto também nao existe conteudo.
Alcas de tubulos de Malpighi sdo observados em cortes longitudinais e transversais e o0s
ovariolos estao situados em posicoes opostas junto a parede, entre essas alcas (Figura 21).

A regiao anterior do intestino médio é revestida por monocamada de epitélio regular
composto por células cubicas com tamanho médio de 8,1 um e ndcleo arredondado, cromatina
granulosa e nucléolo Unico e evidente. A superficie apical das células esta revestida por
microvilosidades medindo 4,1 um em média. O epitélio da regido posterior do intestino médio
também é uma monocamada, com aspecto pseudoestratificado, com espessura variando entre
12,2 e 16,2 um. As células em geral sdo alongadas, com nucleo Unico e ovalado localizado em
diferentes niveis, nucléolo Unico e central. A porcao apical das células esta revestida por
microvilosidades medindo em média 4,1 um. O conteddo do intestino médio em geral é
aglutinado e com aspecto amorfo, variando em quantidade de escasso a moderado. O intestino
posterior ndo apresenta conteldo € observam-se projecoes papilares revestidas por
monocamada de epitélio com espessura média de 8,1 um, conferindo aspecto enrugado a luz.

As células tém forma e tamanho irregulares com nucleo Unico e ligeiramente alongado e
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nucléolo evidente. As vilosidades apicais possuem tamanho médio de 4,1 um. No reto ndo ha
conteudo e s@o observadas apenas as glandulas anexas retais que se projetam para a luz

(Figura 22).

Figura 21. Culex quinquefasciatus, fémea com 24 horas de vida e sem repasto.
Corte longitudinal da regiao abdominal. Regido posterior do intestino médio (IMP).
Conteudo do IMP (CIMP). Intestino posterior (IP) Tubulos de Malpighi (TM). Piloro
(P). Ovariolo (OV). Hematoxilina-Eosina, Obj.10x.

Figura 22. Culex quinquefasciatus.
fémea com 24 horas de vida e sem
repasto. Corte longitudinal da regiao
abdominal. Intestino médio posterior
(IMP). Contetdo do IMP (CIMP).
Intestino posterior (IP) Tubulos de
Malpighi (TM). Piloro (P). Glandulas
retais (Gr). Reto (R). A/B.Tricrébmico
de Shorr. Obj. 40x. C. Tricromico de
Mallory. Obj.10x.
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Os ovarios sao estruturas alongadas revestidas pela bainha ovariana. Apresentam
numerosos ovariolos posicionados radialmente ao redor do cdlice, estrutura tubular revestida
internamente por epitélio plano. Nos ovariolos séo observados os trofdcitos, células volumosas
com citoplasma denso e nucleo hipercromatico, nao sendo possivel diferenciar do oécito. Cada
ovariolo esta limitado por uma bainha que em microscopia de luz esté representada por tecido

conjuntivo denominada de tdnica (Figuras 23).

Figura 23. Culex quinquefasciatus, ffmea com 24 horas de vida e sem repasto.
Células dos Tubulos de Malpighi (seta). Ovariolo (OV). Calice (C). Tricromico de
Shorr. Obj. 40x.

B) Fémeas com 48 horas de vida e pds-repasto imediato

Apo6s a hematofagia, a alteragdo mais evidente é a dilatacdo da regido posterior do
intestino médio pelo sangue ingerido, do qual é possivel se reconhecer eritrocitos e leucécitos
ainda integros. A regido anterior do intestino médio mantém o aspecto do epitélio regular
composto por células cubicas com tamanho médio de 8,1 um. As células epiteliais de
revestimento da regido posterior do intestino médio estao distendidas lateralmente medindo em
média 8,1 um, mantendo as vilosidades de 4,1um.

Nos ovarios, observam-se ovariolos com foliculos compostos por trofécitos e odcito
circundados pelo epitélio folicular simples. Pode-se observar os ovariolos conectados ao calice

pelo pediculo composto por células pequenas, cubicas e nucleo hipercromatico. (Figura 24)
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Figura 24. Culex quinquefasciatus, fémeas com 48 horas de vida e poOs-repasto imediato.
Regido posterior do intestino médio distendido por sangue (IMP). Células dos Tubulos de
Malpighi (seta). Ovariolo (QOV). Calice (C). Foliculos com trofécitos e od6citos (F). A.
Hematoxilina-Eosina, Obj.4x. B.Tricrémico de Mallory. Obj. 40x.

C) Fémeas com 72 horas de vida e 24 horas pos-repasto

Apb6s 24 horas do repasto se observa na porgao posterior do intestino médio que o
sangue ingerido esta envolto pela membrana peritrofica, formando uma massa compacta com
coloracao variando de marrom a negra, na qual ndo é mais possivel reconhecer o0s
componentes celulares sanguineos ingeridos. (Figura 25 A e C). O epitélio de revestimento da
regiao posterior do intestino médio volta a adquirir o aspecto pseudoestratificado com
espessura média de 12,2 um e vilosidades com 8,1 um.

Em alguns exemplares o conteudo digerido era também observado no intestino
posterior e no reto. Apesar de estarem dilatados, no intestino posterior estavam mantidas as
projecdes papilares e o aspecto enrugado da luz. Também nao foram observadas alteragdes

na forma e tamanho das células de revestimento e respectivas vilosidades (Figura 25 B).
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Figura 25. Culex quinquefasciatus, fémeas com 72 horas de vida e ap6s 24 horas do
repasto. A. O abdébmen esta distendido por 6vulos (O). Regiao posterior do intestino médio
(IMP) com conteudo envolvido pela matriz peritréfica, de coloracao negra (CIMP), também
presente no intestino posterior (IP) e no reto (R). B. Intestino posterior (IP) com projecdes
papilares revestidas por células epiteliais e contetdo negro digerido, adjacente ao tubulo de
Malpighi em corte longitudinal. C. Intestino posterior (IP) e reto (R) com conteudo digerido
negro. Observam-se cortes das glandulas do reto (Gr), évulos (O) e oviduto (ov) ). A/C.
Tricrémico de Mallory. Obj.4x. B. Tricrdmico de Shorr. Obj. 40x.

O processo de oogénese mostrou estar em diferentes estdgios de desenvolvimento
ovariano. Em alguns exemplares observou-se a fase de foliculo com oécito maduro (Figura 26).
Em outros exemplares grande parte da cavidade abdominal estava distendida pelos ovarios
com ovos de forma eliptica (Figura 25A) e envoltos pelo corio composto por células angulares,
de citoplasma homogéneo e nucleo pouco visivel (Figura 27D). No interior dos ovos o vitelo era

representado por estruturas circunscritas de tamanho variavel e fortemente impregnadas pelos
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diferentes corantes utilizados. (Figura 27C). Também foi possivel observar ovos no oviduto
(Figura 27A) e a espermateca repleta de espermatozoides, adjacente a glandula acesséria

secretora do envelope do ovo.(Figura 27B/D).

)

Figura 26. Culex quinquefasciatus, fémeas com 72 horas de vida e apds 24 horas do repasto.
Regidao abdominal mostrando parte do ovario com ovariolos (OV) em fase de oécito maduro. No
reto (R) ndo ha conteldo ainda e observa-se glandula anexa do reto (Gr) projetando-se para a
luz. Tdbulos de Malpighi (TM) em corte transversal. Oviduto (ov) e espermateca com
espermatozoides (E). Hematoxilina-Eosina, Obj.10x.
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Figura 27. Culex quinquefasciatus, fémeas com 72 horas de vida e apds 24 horas do
repasto. Regido abdominal, por¢cao terminal A. Observa-se oviduto (ov) com évulo em sua
luz e o conteudo negro digerido no reto (R). B. A espermateca adjacente ao oviduto (ov), a
glandula secretora do envelope do évulo (gs) e ao reto (R) estd repleta de
espermatozoéides. C. Regido posterior do intestino médio com epitélio pseudoestratificado
(EPS) e conteudo envolvido pela matriz peritréfica (CIMP) adjacente ao 6vulo. D.
Envoltério do ovo (eo) formado por células angulares. Reto (R) com conteldo digerido e
tubulos de Malpighi (TM) em corte longitudinal. A/B/C. Tricromico de Mallory. Obj.40x.
D.Tricrdmico de Shorr. Obj. 40x.

3.6 Aspectos histologicos de fémea adulta de Dirofilaria immitis

O parasita é recoberto por cuticula lisa com espessura variando entre 16,3 e 20,3 um.
Sob coloracdo de hematoxilina-eosina observa-se camada superficial fortemente basofilica
com espessura média de 6,1 um. A partir da cuticula sdo emitidas projecdes internas
longitudinais diametralmente opostas com espessura média de 34,8 um. Com localizacéo

subcuticular existe uma camada formada por células musculares dispostas paralelamente entre
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si e perpendiculares a superficie com 93,4 um de espessura média Junto ao canal alimentar,
esta camada torna-se mais delgada e passa despercebida quando préxima ao Utero que
apresenta diferentes fases de desenvolvimento embriondrio. Em alguns exemplares esta

distendido pela presenca de ovos e em outros exemplares com microfilarias (Figura 28).

Figura 28. Aspecto microscopico de fémea adulta de Dirofilaria immitis. A. Cuticula lisa
(Ct) e camada muscular (CM) proeminente composta por células dispostas
perpendicularmente a superficie. B. Projegédo interna da cuticula (PIC) e canal alimentar
(Ca). C. Utero repleto de microfilarias. D. Utero contendo ovos. A/D. Tricrébmico de
Shorr. Obj. 40x. B. Tricrdmico de Mallory. Obj.10x. C. Hematoxilina-Eosina. Obj. 40x.
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4 DISCUSSAO

No diagnéstico das filarioses caninas a detecgéo e identificacdo das microfilarias é de
grande importancia para definir o agente especifico. Resultados falso-positivos e falso-
negativos podem levar a diagnésticos equivocados e para minimizar este problema as
amostras de sangue das duas populacdes caninas avaliadas em Guaratuba foram submetidas
simultaneamente ao exame direto de sangue total, Teste de Knott modificado e Snap® Test
para pesquisa de antigeno de Dirofilaria immitis. O exame direto a fresco é o método mais
comum e rapido para demonstrar a presenca de microfilarias e pode ser utilizado na rotina da
clinica veterinaria que em geral possui um microscopio 6ptico utilizado para outros exames.
Para identifica-las as técnicas de concentracdo em filtro ou o Teste de Knott modificado séo as
recomendadas (SLOSS et al., 1999). Esta ultima é facilmente executavel podendo também ser
realizada em laboratérios e clinicas veterinarias. Em regides endémicas de Dipetalonema sp.
podem ser encontradas microfilarias circulantes deste parasita, o0 que muitas vezes leva ao
diagnoéstico equivocado de dirofilariose canina, seja como resultado positivo ou resultado
negativo. Microfilarias deste parasita foram observadas em 5,6% dos caes do Bairro e em
11,6% dos caes do Canil e desta forma o teste de Knott modificado mostrou-se de grande
utilidade pois foi possivel diferenciar morfologicamente as microfildrias, tornando o resultado
mais preciso. Em muitos casos as infeccdes por Dirofilaria immitis e Dipetalonema sp. podem
desenvolver-se juntas no mesmo cao, o que nao foi observado no presente estudo. Algumas
diferencas puderam ser percebidas nas populacées caninas avaliadas para Dirofilaria immitis
em Guaratuba. A populagdo canina avaliada no periodo de 12 meses foi maior no Canil
Municipal de Guaratuba, totalizando 164 animais, devido a captura estar relacionada a
execugcdo de um programa municipal de controle de caes errantes e obedecer a um

cronograma prévio, alterado apenas em condigoes de intempéries. No Bairro COHAPAR I, a
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colheita de sangue para a avaliagdo esteve na dependéncia da autorizagdo prévia dos
proprietérios, que em muitas circunstancias recusaram-se a concedé-la, o que justifica o
nuamero de 71 animais avaliados, inferior a metade da populagdo do Canil Municipal de
Guaratuba.

As caracteristicas da populacédo canina que sao avaliadas para Dirofilaria immitis sao
inerentes a cada regiao geografica. Em estudos epidemiol6gicos da dirofilariose canina, sao
discutidas as caracteristicas fenotipicas dos caes positivos para Dirofilaria immitis, como
descrevem os diferentes pesquisadores. ALMEIDA et al. (2001) estudaram a influencia da
raga, cor, comprimento do pelo, sexo e idade no parasitismo por Dirofilaria immitis de uma
populacdo de 613 caes dos municipios de Salvador e Lauro de Freitas, BA. Foram positivos
10,4% e o maior percentual foi em cées de seis a dez anos. A presenga de microfilarias foi
maior nos caes com definicdo de raca (11,1%), principalmente dogue aleméo e boxer e em
animais de pelo curto (17,3%). Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre as
cores dos pelos e a ocorréncia da infecgdo nos caes. Do total de 263 caes positivos para
dirofilariose em Seul, Coréia, YOON et al. (2002) observaram que houve predominio de
animais com raca (71,8%), do sexo feminino (56,6%), entre 3 e 4 anos de idade (64,6%), que
eram mantidos no ambiente externo (88,2%) e nao haviam sido submetidos a profilaxia
(85,2%).

No Bairro COHAPAR Il o nimero de caes do sexo masculino foi maior. Por serem
animais com domicilio fixo, deve-se levar em conta que tradicionalmente os proprietarios tem
preferéncia por machos para evitar o incobmodo gerado pelo periodo de estro e também de
gestacao a que as fémeas estdo sujeitas. No Canil Municipal de Guaratuba, a populacao
canina era formada por animais errantes capturados aleatoriamente tanto na regido central
como na periferia da cidade, e neste caso coincidiu de haver o mesmo numero de machos e

fémeas.
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Em ambos os grupos avaliados em Guaratuba houve predominio de animais SRD e por
esse motivo padrées de coloracdo e comprimento de pelagem, assim como o porte foram
caracteristicas extremamente variaveis. Em geral os cdes com raca definida despertam
maiores cuidados por parte de seus proprietarios, no sentido de serem mantidos confinados ou
despertam o interesse de adocao no caso de ser um animal errante. A populacdo humana de
baixo-poder aquisitivo parece ser indiferente ao fator raca e acaba acolhendo os caes SRD,
mas dao preferéncia a animais de portes pequeno e médio, como mostra o percentual de
95,5% encontrado, provavelmente devido ao consumo menor de alimento e a necessidade de
menor espago para abriga-los. Na area analisada, os caes tendem a atingir idade avancada e
em ambos os grupos foram observados animais senis, com idade superior a dez anos. Nas
duas populagdes avaliadas pode-se considerar que ndo houve diferenca acentuada no
percentual de animais com idade de até quatro anos.

A infecg@o por Dirofilaria immitis com microfilarias circulantes foi inferior a 1% no total
de 235 cées dos dois grupos. Em cada um dos grupos foi encontrado apenas um cao
microfilarémico positivo para Dirofilaria immitis, apesar do nimero de caes avaliados no Canil

Municipal de Guaratuba ser superior ao dobro dos caes do Bairro COHAPAR |II.

O céo positivo para Dirofilaria immitis detectado no grupo do Canil Municipal de
Guaratuba era microfilarémico, macho, sem raca definida, de porte médio e pelagem dourada,
com aproximadamente seis anos de idade, cuja amostra de sangue reagiu de forma positiva
para Dirofilaria immitis quando submetida aos trés testes utilizados na pesquisa. Para
acompanhar a evolucao da doenca, o cao foi transferido para o canil de isolamento em Sao
José dos Pinhais, PUCPR e mantido sem contato com a fauna local de culicidios uma vez que
se desconhecem 0s seus géneros da regido e eventuais vetores da doenca. Na primeira
avaliacao clinica e laboratorial deste animal, seu estado geral era debilitado, possivelmente

atribuido as mas condicdes a que o cdo errante esta sujeito, sendo privado de cuidados
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basicos de alimentacao e abrigo. Tal condigao leva a imunossupressao e desencadeamento de
quadros de ectoparasitoses, endoparasitoses intestinais e conseqliente anemia e infecgdes
secundarias, como demonstrados pelos exames parasitolégicos e hemograma realizados na
primeira avaliagdo. O animal foi submetido ao tratamento para ectoparasitas com amitraz e
para endoparasitas a desverminacao foi feita com pamoato de pirantel. Ambos os farmacos
nao possuem efeito sobre microfilarias e parasitas adultos de Dirofilaria immitis, e ndo tiveram
influéncia na evolucao da doenca. A permanéncia no canil de isolamento, sob cuidados e com
alimentacao adequada, levou a melhora evidente do estado geral.

Nas avaliagdes mensais da microfilaremia houve a diminuigdo progressiva do numero
de microfilarias circulantes e em 13 meses, na segunda avaliacdo clinica e laboratorial, o
resultado foi negativo para o exame direto a fresco e teste de Knott modificado enquanto que o
teste antigeno reagiu de forma positiva. Apdés 19 meses, na terceira avaliacdo clinica e
laboratorial, o teste antigeno acusou resultado negativo assim permanecendo na quarta
avaliacdo. A periodicidade das microfilarias no sangue esta relacionada as alteracoes na
densidade de microfilrias na circulagéo periférica do cédo de acordo com o periodo do dia.
WALTERS (1995) descreve trés formas de manifestacao: aperiddica, subperiédica e periddica.
A forma aperiddica mostra alteracdo minima na densidade periférica durante as 24 horas.
Apesar da permanéncia constante de microfilarias no sangue, na forma subperiédica, sao
detectadas em densidade variavel em diferentes periodos do dia. Na forma periédica existe
alternlncia entre baixa e alta densidade de microfilarias, podendo a concentracdo maior
acontecer tanto no periodo diurno quanto noturno, representando uma evolugcao na adaptagéao
do parasita para maximizar a ingestao pelo vetor. Quando ndo estdo no sangue, permanecem
nos capilares pulmonares. Além das variagbes didrias, pode haver flutuagcbes sazonais,
observadas por SAWYER (1975) em dois caes naturalmente infectados por Dirofilaria immitis,

cuja densidade de microfilarias no sangue foi maior no verdo. No cao microfilarémico do Canil
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Municipal de Guaratuba a densidade de microfilarias foi pesquisada através da avaliagao do
sangue coletado pela manh&, no meio do dia e ao final da tarde e observou-se ndo haver
variagao significativa no nimero de microfilarias, classificando este animal na manifestacao
aperiédica da densidade das microfilarias. Assim sendo, o cdo que apresentar microfilarias
circulantes em qualquer periodo do dia pode ser fonte de infec¢do para culicidios potenciais
vetores com habitos matutinos, vespertinos e noturnos, teoricamente triplicando a possibilidade
de infeccao de potenciais vetores.

Em areas onde a dirofilariose nao € comum, os testes de rotina ndo sao realizados e as
infeccOes sao detectadas quando o animal manifesta clinicamente doenga cardiaca. A
radiografia complementa os demais testes por ser o método mais objetivo na avaliacdo da
gravidade da doenga cardiopulmonar. Os sinais caracteristicos sao ramificagcoes interlobulares
e periféricas dilatadas e tortuosas, principalmente nos lobos diafragmaticos. Nos casos graves
ha evolugao para dilatagéo de atrio e ventriculo direitos (KNIGHT et al., 1999; BROOKS, 2001).
Os achados nos exames radiograficos do cdo com dirofilariose detectado no Canil foram
discretos e observou-se alteragdo do padrao apenas na quarta avaliagdo, 28 meses depois,
com aumento de VD e proeminéncia do atrio, além da evidéncia do padrao intersticial miliar no
pulmao. O aumento de ventriculo direito provavelmente esta relacionado a idade, uma vez que
a lesdo desenvolveu-se no intervalo de 28 meses e 15 e 9 meses apds a microfilaremia
resultar negativa e posteriormente o teste antigeno negativo respectivamente. A evidéncia do
padrdo intersticial miliar observado por ocasido da quarta avaliacdo também pode estar
relacionado a idade, uma vez que nao houve manifestagdo clinica de neoplasia ou

broncopneumonia.

O exame de ultra-som do céo “Diro” ndo mostrou alteragbes cardiacas ou a presenga
de parasitas em nenhuma das avaliagbes realizadas, apesar de existirem inicialmente

microfilarias circulantes. A ecocardiografia pode fornecer provas definitivas da infeccao por
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Dirofilaria immitis uma vez que a parede do corpo dos parasitas adultos é altamente ecogénica
e definida. Além disso é util na avaliagao dos efeitos anatémicos e funcionais da doenga sobre
o coracao. KNIGHT et al.(1999) consideram que nao é um método eficaz para os casos de
infecgdes com poucos parasitas. Como no céo “Diro” nao foram observados parasitas adultos
de Dirofilaria immitis através do exame de ultra-som e também n&o foram encontradas lesdes
cardiopulmonares compativeis com dirofilariose é possivel que os parasitas fossem em namero
reduzido e estivessem mortos a algum tempo. A reducao da microfilaremia pode estar ligada a
auséncia de parasitas adultos, ao término da vida da microfilaria cuja média esta em torno de 2
anos na circulacao e também a resposta imunolégica desenvolvida pelo hospedeiro. Nao deve
se considerar esta auséncia de microfilarias como falha no exame direto, pois na segunda
avaliacao clinica o Snap® Test acusou ainda a presenca do antigeno circulante, resultando

negativo apenas na terceira avaliagao, seis meses ap6s a microfilaremia negativa.

No Grupo 2 do Bairro COHAPAR Il foram detectados trés céaes positivos para Dirofilaria
immitis. Dois caes, machos, de porte pequeno e pelagem curta, com trés e quatro anos de
idade respectivamente reagiram positivamente apenas ao Snap® Test, acusando resultado
negativo no exame direto a fresco e teste de Knott modificado, sendo amicrofilarémicos e
portadores de infecgdo oculta. Os testes antigenos proporcionam resultados bastante
confiaveis e acusam antigenos produzidos predominantemente por fémeas de parasitas
adultos ou detectam fragmentos do tegumento de parasitas adultos no sangue circulante
(WEIL, 1987; BROOKS, 2001; KNIGHT, 2002). Varios autores concordam que a auséncia de
microfilarias pode ocorrer por infeccdo pré-patente, por parasitas de um Unico sexo, terapia
filaricida e fatores imunomediados. A incidéncia das infecgdes ocultas € variavel, mas tem
aumentado sistematicamente, podendo chegar a 41% (NEW ZELAND, 2004). Nos dois casos

em estudo o mais provavel seria a infeccdo pré-patente, por parasitas de um Unico sexo ou
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fatores imunomediados, uma vez que os proprietarios informaram que os animais ndao haviam
sido submetidos a terapia profilatica para ecto e endoparasitas. Fica evidente a necessidade de
associar mais de um exame laboratorial para a deteccao da infeccao por Dirofilaria immitis, ja
que se conhece a manifestagcdo da doenca como forma oculta. Principalmente em areas de
baixa prevaléncia, mas que reinem as condi¢des para a manutencao do vetor e do portador, €
uma forma de assegurar um resultado mais confiavel e monitorar a evolugdo da doenca na
regiao.

O terceiro cao positivo do grupo do Bairro COHAPAR II, “Lobo”, SRD, porte médio,
pelagem curta e com dez anos de idade era microfilarémico e reagiu de forma positiva aos trés
testes utilizados no estudo. Este animal permaneceu em seu domicilio em todo o periodo do
estudo estando em contato com a fauna local de culicidios e veio a 6bito 15 meses depois com
lesbes multiplas associadas a senilidade e ao estado geral debilitado. O controle da
microfilaremia realizado mensalmente, semelhante ao que foi observado no céao positivo do
canil, revelou queda progressiva no numero de microfilarias, chegando a 4 microfilarias/100 pum
por ocasido do Obito. Os proprietarios informaram que em nenhum momento foi aplicada
terapia profilatica para parasitas neste animal. As amostras de sangue foram colhidas sempre
ao final da tarde e nao foi possivel determinar a densidade de microfilarias nos trés periodos do
dia, como foi feito no cao do canil, porque os proprietarios recusaram-se a autorizar mais que
uma venopuncao. Além das variagdes diarias, pode haver flutuagbes sazonais observadas por
SAWYER (1975) em dois caes naturalmente infectados por Dirofilaria immitis, cuja densidade
de microfilarias no sangue foi maior no verao dos Estados Unidos. HOLZMAN et al. (1992),
observaram que a densidade de microfilérias de Dirofilaria immitis foi baixa em coiotes (Canis
latrans) capturados no outono, enquanto que naqueles capturados no inverno foi alta.

Flutuagdes sazonais na densidade de microfilarias ndo foram percebidas nas avaliacdes
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mensais da microfilaremia dos dois caes positivos de Guaratuba, tendo em vista a diminuigao
progressiva no numero de microfilarias circulantes.

O exame anatomopatolégico do “Lobo”, cao microfilarémico domiciliado no Bairro
COHAPAR Il mostrou como as precarias condicdes do ambiente, no que diz respeito a abrigo e
alimentacao inadequada por se tratar de proprietarios de baixo poder aquisitivo, associados a
senilidade contribuiram para o comprometimento do estado geral do animal. A depressao
sistémica progressiva manteve o animal em decubito até o O6bito o que levou ao
desenvolvimento das lesdes cutaneas ulcerativas. As lesdes cronicas observadas em gengiva,
dentes e rins foram resultantes da idade avancada do animal, confirmadas pelo exame
microscopico. O edema pulmonar com hidropericardio estariam associados a anemia,
hipoproteinemia e também a permanéncia em decubito, pois 0 quadro do edema nao era
acentuado o suficiente para indicar comprometimento cardiaco. Chamou a atencdo a parotidite
purulenta severa com presenga de cortes de microfilarias, apesar de ndo terem sido
encontrados parasitas adultos e a microfilaremia ser baixa. Assim como em outros animais,
existem varios relatos de infecgbes extracardiacas por microfilarias e formas adultas de
Dirofilaria immitis em caes. HENRY (1992) em um caso de mucocele salivar associada a
dirofilariose em um cao encontrou microfilarias no fluido aspirado da mucocele, sendo a
identificacdo confirmada pelo teste de imunoensaio e pela presenca do parasita adulto dentro
da mucocele. Também foram descritos endoftalmite parasitaria por formas imaturas de
Dirofilaria immitis (GWIN et al., 1977; JOHNSON, 1989). Em 1994, ORTEGA-MORENO et al.,
descreveram na Espanha infeccdo por microfilarias de Dirofilaria immitis na mama de uma
cadela com a doenca manifesta. Relatos de lesbes em tecido nervoso por Dirofilaria immitis
sao freqiientes. COOLEY et al.(1987) descreveram encefalomielite causada por microfilarias
em um cao de dois anos. PATTON et al. (1970) encontraram uma fémea adulta gravida em

uma area de necrose isquémica no hemisfério cerebral direito de um céo de quatro anos.
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BOZEMANN et al (1974) encontraram parasitas adultos e vivos no ventriculo lateral do cérebro
de um cao e na veia do ventriculo lateral direito de um gato. HAMIR (1987) descreveu o caso
de um cao de 10 anos de idade, onde existia uma parte livre do parasita adulto no ventriculo e
o restante estava inserido no parénquima nervoso envolto por reacao inflamatéria. Em todos
esses relatos os animais apresentavam também exemplares adultos no coracdo. BLASS et al.
(1989) diagnosticaram dirofilariose extracardiaca em um cao adulto da raga Lulu da Pomerania
com tetraparesia recorrente. Encontraram uma fémea adulta de Dirofilaria immitis localizada no
espaco epidural entre C2 e C3. A pesquisa de microfilarias com o teste de Knott apés a cirurgia
foi negativa.

A pesquisa de antigeno através do Snap® Test mostrou-se eficiente e acusou dois
animais amicrofilarémicos no total de caes pesquisados. Desta forma ficou estabelecida a
existéncia de um provavel foco de dirofilariose no Bairro COHAPAR II. O Bairro, sob andlise
reune as condi¢cdes potencialmente viaveis para manutencédo do vetor e conseqlientemente da
doenca. Temperaturas médias elevadas e fontes de aguas disponiveis, aliadas a condi¢des
sécio-econdmicas que inviabilizam a pressao de servigos publicos de melhor qualidade. Apesar
dos fatores propicios, a dirofilariose pode ser considerada uma zoonose de reduzida
importancia quantitativa no Bairro COHAPAR I, porém qualitativamente os casos positivos

indicam a necessidade de monitoramento dos cées e da populacao dos vetores em potencial.

As regides costeiras tropicais e subtropicais de mundo todo, onde ha alta densidade
pluviométrica e calor, apresentam prevaléncia acentuada de dirofilariose canina, o que nao
exclui a possibilidade de haver areas distantes do litoral com incidéncia da doenca. A isso se
deve a alta mobilidade dos caes microfilarémicos que acompanham seus proprietarios em suas
viagens, constituindo fonte de infecgao para os mosquitos locais (McALL, 2000; ALMOSNY et

al, 2002; RODRIGUEZ-SILVA et al, 2004).
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Os casos de dirofilariose registrados no Bairro COHAPAR I, em Guaratuba, apesar da
baixa prevaléncia pode levar a disseminacao da doenca para areas distantes do litoral, pois é
comum parte da populagéo residente de forma temporaria em periodos de veraneio estar
acompanhada de seus caes, potenciais portadores da dirofilariose. Além disso o Bairro retine
condigbes favoraveis ao desenvolvimento da fauna local de culicidios, que conta com o género
Culex, entre os potenciais vetores de dirofilariose como identificado por SILVA et al. (2003).

Para considerar a espécie de mosquito competente na transmissao de parasitas ha de
se compreender seus mecanismos internos, gerais e especificos, de defesa contra a infeccao
pelos agentes patogénicos. Na década de 1970 foram realizados numerosos estudos sobre as
células da hemolinfa de artropodos, sua classificacao e funcoes, e participacdo na defesa
contra agentes estranhos ao organismo do inseto, semelhante ao que acontece com os
leucocitos em vertebrados. A partir do ano de 1980 os estudos na mesma area enfocaram a
resposta celular e humoral contra os nematéides, principalmente o processo de melanizagéo,
tanto em nivel ultraestrutural como em nivel bioquimico, ficando demonstrada a interacao entre
os hemdcitos e a melanizacao contra estes parasitas.

A morfologia de Culex quinquefasciatus é muito similar a de outros Culicidae. A regiao
anterior do intestino médio é revestida por epitélio cubico com microvilosidades e mantém o
mesmo aspecto nas trés circunstancias em que foi avaliado, sem repasto, pds-repasto imediato
e 24 horas ap6és o repasto. OKUDA et al. (2002) estudaram a morfologia funcional do intestino
médio de fémea adulta de Culex quinquefasciatus durante o repasto. Quando sem contetdo a
luz da porcao anterior apresentava o epitélio com espessura irregular o que nao foi confirmado
pelo presente estudo, onde ficou evidente o aspecto regular e homogéneo do epitélio cubico
com microvilosidades que reveste a porgao anterior do intestino médio. Os mesmos autores
descrevem o epitélio da porcao posterior como uma monocamada de aparéncia regular

composto por células colunares medindo aproximadamente 25um de altura com nucleo central
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e volumoso e nucléolo central. No presente estudo o epitélio da regido posterior do intestino
médio também é uma monocamada, mas com aspecto pseudoestratificado onde as células
sdo colunares e nucleos alongados e Unicos localizados em diferentes niveis medindo entre
12,2 a 16,2 um mais as vilosidades com 4,1um. Apos a ingestao do sangue, a alteracdo mais
evidente foi a distensdo do intestino médio posterior onde as células digestivas com padrédo
colunar pseudostratificado, no mosquito nao alimentado, distenderam-se lateralmente ap6s o
repasto, passando a aproximadamente metade do tamanho original, em torno de 8,1 um, mas
com as microvilosidades mantendo a mesma dimenséo.

OKUDA et al. (2002) descrevem a distensao acentuada das células desta regiao apés o
repasto que passam a medir 2,5um, adquirindo a forma cubdide. E possivel que esta diferenca
do tamanho das células do intestino médio posterior esteja relacionada a quantidade do
sangue ingerido. Quanto maior a quantidade, maior a compressao sofrida pelo epitélio. Os
mesmos autores sugerem que aparentemente a distensao seria causada por redugdo da
densidade das microvilosidades, mas foi observado no presente estudo que as
microvilosidades mantiveram-se com o mesmo tamanho.

NAYAR & SAUERMAN (1975) descreveram em Culex quinquefasciatus a formacgao de
cristais de oxihemoglobina no intestino médio ap6s a coagulagédo do sangue ingerido. LOWRIE
(1991) e AHID et al. (2000) relataram o mesmo fenbmeno ap6s uma hora do repasto, o que foi
também observado no presente estudo. Em seus estudos experimentais estes autores
relacionaram a presenga de microfilarias mortas e com dano na cuticula as formagdes
pontiagudas dos cristais de oxihemoglobina o que seria uma forma individual de defesa contra
estes parasitas.

Em todos os exemplares estudados, apdés 24 horas do repasto o sangue ingerido

estava totalmente envolto pela matriz peritréfica e formava uma massa compacta com
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coloragao variando de marrom a negra. ROMOSER et al. (2000) constataram que a matriz
peritréfica esta sempre presente em Culex, confirmado pelo presente estudo.

A formacao da matriz peritréfica em artrépodos hematéfagos é um processo fisioldgico
de defesa contra infeccao por parasitas além de ter papel fundamental na digestdo do sangue
ingerido. Em mosquitos, de forma geral, o processo de secre¢ao da matriz peritréfica inicia-se
apds a coagulacdao do sangue e leva 48 horas para ser completado apesar de existirem
diferencas consideraveis entre as espécies (LEHANE, 1996). Neste estudo com Culex, em
alguns exemplares observou-se que apo6s 24 horas do repasto, o conteldo ja estava
totalmente envolvido pela matriz e apresentava-se preenchendo o intestino posterior e o reto, 0
que leva a crer que a secrecao da matriz peritréfica nesta espécie estava completada em 24
horas. Desta forma é possivel considerar que Culex quinquefasciatus possui trés mecanismos
de defesa contra microfilarias relacionados diretamente com o intestino médio que seria a
formacao de cristais de oxihemoglobina, a coagulacao do sangue e a secrecao da matriz
peritr6fica em um periodo de tempo menor. Em caso de repasto em cao microfilarémico, os
cristais de oxihemoglobina podem causar dano a cuticula de microfilarias e conseqientemente
leva-las a morte, enquanto que a coagulacdo do sangue pode restringir sua movimentacao. A
formacao completa da matriz peritréfica acontece no mesmo periodo de 24 horas que a
microfilaria leva para se deslocar aos tubulos de Malpighi, 0 que pode influenciar de forma
importante este processo e comprometer a evolugédo da larva até a fase infectante.

Neste periodo de 24 horas poés-repasto em alguns exemplares de Culex
quinquefasciatus o conteudo digerido ja era também observado no intestino posterior € no reto.
Apesar de estarem dilatados, no intestino posterior estavam mantidas as projecoes papilares e
0 aspecto enrugado da luz. Também nao foram observadas alteracdes na forma e tamanho

das células de revestimento e respectivas vilosidades.
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O epitélio de revestimento da regidao posterior do intestino médio volta a adquirir o
aspecto pseudoestratificado com o tamanho das células nao atingindo o tamanho anterior, mas
as vilosidades praticamente dobram de tamanho. OKUDA et al. (2002) confirma a volta do
epitélio como colunar e as vilosidades mais longas que a da célula antes do repasto. E
provavel que a partir do momento que o sangue esté sendo digerido, as vilosidades aumentam
de tamanho para ampliar a superficie de absorcdo para os elementos que sdo importantes
para o organismo e principalmente para a oogénese.

Nas fémeas com 24 horas de vida e sem repasto 0s ovarios sdo estruturas pequenas
cujos ovariolos tem tamanho reduzido onde se observam apenas os trofocitos. Com 48 horas
de vida e pds-repasto imediato fica evidente o aumento do tamanho dos ovariolos em que os
odcitos sao reconheciveis havendo evidencia do epitélio folicular. Apds 24 horas do repasto o
processo de oogénese mostrou estar em diferentes estagios de desenvolvimento ovariano. Em
alguns exemplares observou-se a fase de foliculo com od6cito maduro. Em outros exemplares,
grande parte da cavidade abdominal estava distendida pelos ovarios com ovos de forma
eliptica e envoltos pelo corio composto por células angulares, de citoplasma homogéneo e
nucleo pouco visivel. Foi possivel também observar ovo ja no oviduto. Se no periodo de 24
horas pos-repasto é possivel ter oviposicao e o ambiente fornece as condicdes para a eclosao
de larvas e seu desenvolvimento até o adulto e ainda existem animais portadores, esta
populacdo de potencial vetor de dirofilariose pode ampliar-se rapidamente, o que favorece a
disseminacao da doenca nao sé para 0s animais, mas também para o ser humano.

A importéancia do estudo histologico da fase adulta de Dirofilaria immitis reside no fato
da descricao histologica auxiliar na identificacdo do parasita quando se faz a avaliagéo
histopatolégica do granuloma parasitario. O parasita é recoberto por cuticula lisa e multilaminar
com espessura variando entre 16,3 e 20,3 um. Sob coloracao de hematoxilina-eosina observa-

se camada superficial fortemente basofilica com espessura média de 6,1 um. A partir da
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cuticula sdo emitidas projegdes internas longitudinais diametralmente opostas com espessura
média de 34,8 um. Essas estruturas sao caracteristicas e diferenciam Dirofilaria immitis de
outras filarias especialmente de Dirofilaria repens que causa lesdes granulomatosas
semelhantes. Nos diferentes exemplares de parasitas estudados foi possivel observar o Utero
distendido por ovos, ou por ovos embrionados ou ja com as microfilarias. O aspecto histolégico
descrito neste estudo é compativel com as descricdes de; SKIDMORE et al., 2000; NISSEN &
WALKER, 2003, apesar de que em muitos casos os parasitas mortos dentro do granuloma ja
apresentavam degeneracdo avangada.

Nos Estados Unidos, NICHOLSON et al. (1992) observaram que 0os casos em animais
concentravam-se nos estados da costa e que a distribuicdo dos casos humanos era
semelhante. A frequéncia e distribuicdo estdo relacionadas a prevaléncia canina, vetores na
area, atividades que expde as picadas, independentemente de serem proprietarios de caes.
Além disso, se houver um cao reservatério na regido outros animais podem infectar-se. Nos
animais selvagens, os relatos se resumiram a achados acidentais ou estudos de prevaléncia.
Nao foram realizados estudos de infec¢do experimental para observar a evolu¢do da doenca e
caracterizar a espécie animal como reservatério da doenca na regiao. Tais estudos mostram-
se necessarios como ficou evidente no estudo experimental de infeccdo de ferret (Mustela
putorius furo) por Dirofilaria immitis realizado por SUPAKORNDEJ et al. (1994). Ficou
demonstrado que esta espécie é tao susceptivel quanto o cao e esta adaptada ao convivio
humano, podendo vir a ser uma fonte de infec¢ao.

Em poucos casos descritos pela literatura cientifica de dirofilariose pulmonar humana
houve utilizacdo de exames sorologicos. Foram usados apenas apdés o diagnostico
histopatolégico do granuloma, na tentativa de identificar o parasita. O aconselhavel em regides
endémicas é que se adote como rotina o uso de exame sorolégico para Dirofilaria immitis em

pacientes com lesdes pulmonares circunscritas com suspeita de neoplasias.
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FORATINNI (1998) fez uma interpretacdo bastante pertinente a respeito do
relacionamento entre as chamadas infec¢cdes emergentes e 0 conceito de vetores emergentes.
Estes sao descritos nao sé como as formas novas como aqueles com acentuada mudanca de
comportamento. A influencia humana sobre o ambiente tem papel fundamental e processos
como urbanizagdo, moradia, modificagdes ecolégicas e climaticas contribuem para este
fendmeno. O resultado da emergéncia ou reemergencia pode se traduzir por problemas
epidemiolégicos. Culex quinquefasciatus constitui uma espécie de grande importancia em
saude publica e sanidade animal. Esta disseminado no Brasil em praticamente todos os
centros urbanos, em geral associado as condi¢cdes precarias de saneamento, sujeito a sofrer
pressido seletiva que possa induzir adaptacdo a essa nova circunstancia. E considerado como
vetor potencial de parasita uma vez que estudos experimentais de infeccado com Dirofilaria
immitis tiveram sucesso com linhagens de diferentes regides do pais. Por caracteristicas
inerentes, algumas delas apresentadas neste estudo, é parcialmente resistente as microfilarias
desta espécie permitindo o seu desenvolvimento até larva infectante. Em regides cuja
prevaléncia é alta este processo adaptativo de contato constante com animais infectados pode
evoluir para torna-lo vetor efetivo deste patdégeno. Em se conhecendo o vetor potencial da
regido com prevaléncia da doenca, cuidados com o animal, medidas profilaticas sob orientacao
do médico veterinario, eliminacdo das condicoes favoraveis a manutencdo do vetor e
informacdes para a populagao sao fundamentais para o controle da doenga.

Deve-se ainda levar em conta as caracteristicas do ciclo de vida de Dirofilaria immitis.
Do momento da infecgdo do céo até a presenca de microfilarias no sangue sao necessarios no
minimo seis meses, 0 que pode gerar periodos sazonais antagdnicos com relacao a flutuacao

da densidade populacional de vetores potenciais.
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5 CONCLUSOES

No municipio de Guaratuba foi detectada prevaléncia de 1% de Dirofilaria immitis entre
caes errantes capturados pelo Servigo de Vigilancia Sanitaria da Prefeitura Municipal de
Guaratuba. Em caes domiciliados em um bairro periférico da cidade a prevaléncia do
mesmo parasita foi de 4,2% na populagdo amostrada, indicando um foco potencial de
dirofilariose na regiao. Pode-se considerar que nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os dois grupos avaliados no que diz respeito a raca, pelagem, idade e
porte.

Os exames laboratoriais para diagnéstico de infeccao por Dirofilaria immitis disponiveis
para uso na rotina da clinica médica veterinaria ndo devem ser utilizados de forma
individualizada, mas em conjunto no sentido de oferecer maior precisao, ja que se
conhece a manifestagdo da doenca como forma oculta. Em areas de baixa prevaléncia,
mas que relnem as condicdes para a manutencéao do vetor e do portador, € uma forma
de assegurar um resultado mais confiavel e monitorar a prevaléncia da doenga na
regiao.

A utilizagéo do exame direto a fresco e teste de Knott modificado permitiu estabelecer a
prevaléncia de 11,6% de Dipetalonema sp. entre caes errantes capturados pelo Servico
de Vigilancia Sanitaria da Prefeitura Municipal de Guaratuba. Em caes domiciliados em
um bairro periférico da cidade a prevaléncia do mesmo parasita foi de 5,6% na
populagdo amostrada. Em ambos os casos, o percentual para este parasita foi maior
que aquele alcancado para Dirofilaria immitis. Tendo em vista que o0 exame laboratorial
mais comum na rotina da clinica médica veterinaria para detecgao de microfilarias € o

exame de sangue a fresco, a prevaléncia maior de Dipetalonema sp. nesta regiao pode
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induzir a diagnostico equivocado de Dirofilaria immitis e conseqlientemente de
tratamento desnecessario.

Em ambos o0s animais parasitados acompanhados clinicamente, a curva de
microfilaremia sofreu reducéo, apesar de estarem em condicées de manejo totalmente
opostas, com presenca e auséncia de cuidados, com um deles chegando a 6bito por
causas nao associadas a dirofilariose. Pode-se considerar que a redugado foi
conseqiiéncia do ciclo de vida da Dirofilaria immitis no interior do hospedeiro. E
necessario no entanto acompanhar maior nimero de caes positivos para a dirofilariose
para melhor estabelecer os resultados aqui apresentados.

O exame radiolégico evidenciou lesdes no coragdo desenvolvidas apds o
desaparecimento da microfilaremia e do antigeno circulante, possivelmente associadas
a idade. O exame de ultra-som nao evidenciou lesbdes cardiacas resultantes da
dirofilariose e tampouco a presenga de parasitas, confirmando a reduzida eficiéncia
deste exame nos casos da doenga com poucos parasitas adultos.

E possivel considerar que Culex quinquefasciatus possui trés mecanismos de defesa
contra microfilarias relacionados diretamente com o intestino médio que seriam a
formacéao de cristais de oxihemoglobina, a coagulacado do sangue ingerido e a secrecao
da matriz peritréfica em um periodo de tempo inferior ao processo de migracdo das
microfilarias até os tubulos de Malpighi.

A descricao microscopica das estruturas internas de Culex quinquefasciatus servirao
como parametro auxiliar para o estudo das patologias causada por agentes patogénicos
neste vetor.

A descricdo microscopica de estruturas internas de Dirofilaria immitis servirdo como
parametro auxiliar para o diagnoéstico histopatoldégico diferencial de granulomas

parasitarios em animais e no ser humano.
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