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ARAUJO, Thamires Rezende. Aspectos epidemioldgicos e analise geoespacial de Dirofilaria
immitis e Acanthocheilonema reconditum em cées de municipios do Estado do Rio de
Janeiro. 73p. Tese (Doutor em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento
de Epidemiologia e Saide Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2023.

RESUMO

Os nematddeos pertencentes as espécies Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum
sdo parasitos transmitidos por artropodes, sendo os mosquitos da familia Culicidae responsaveis
por transmitir D. immitis, enquanto pulgas dos géneros Ctenocephalides e Pulex, sdo os
principais responsaveis por transmitir A. reconditum. Os principais hospedeiros acometidos por
infeccBes causadas por estes parasitos sdo 0s cdes. Os métodos de diagnostico destes filarideos
baseiam-se na deteccdo das microfilarias no sangue periférico; porém a semelhanca deste
estagio evolutivo entre as duas espécies dificulta o diagnostico preciso. Pelo fato de D. immitis
ser relatado principalmente em regifes costeiras e apresentar relevancia em satde publica pelo
carater zoonotico, a deteccdo e andlise epidemiologica diferencial entre D. immitis e A.
reconditum auxiliam no entendimento da distribuigéo destes filarideos e fornece subsidios para
diagnosticos precisos e adequadas condutas clinicas. Sendo assim, este estudo teve por objetivo
determinar a frequéncia, a distribuicdo espacial e os fatores epidemioldgicos associados com a
presenca do DNA de D. immitis e A. reconditum em cédes dos municipios do estado do Rio de
Janeiro utilizando métodos moleculares. Para isso, foram coletadas 378 amostras de sangue de
caes domiciliados nos municipios de Barra do Pirai, Paracambi, Petropolis e Teresopolis,
durante o periodo de novembro de 2018 a outubro de 2019. O DNA das amostras foi extraido
com kit comercial e a deteccdo dos patogenos foi realizada através da técnica espécie-especifica
de PCR em tempo real (qQPCR). Do total de amostras coletadas, cinco foram positivas para D.
immitis e 40 para A. reconditum, obtendo-se uma prevaléncia geral de 1,32% (5/378) e 10,58
(40/378), respectivamente. Em Barra do Pirai, a frequéncia de A. reconditum foi de 7,4%
(8/108) nédo sendo detectado D. immitis. Em Paracambi, a frequéncia obtida foi de 16,66%
(15/90) para A. reconditum e 3,33% (3/90) para D. immitis, sendo detectado um caso de
coinfeccdo entre as duas espécies. Em Petropolis, a frequéncia obtida foi de 5,75 (5/87) para A.
reconditum e 1,15% (1/87) para D. immitis. Ja em Teresopolis, a frequéncia de A. reconditum
foi de 8,60% (12/93), ndo sendo detectado D. immitis. Analises epidemioldgicas foram
realizadas a partir dos achados positivos para A. reconditum ndo sendo possivel realizar para os
achados de D. immitis, pois a frequéncia foi baixa. As analises epidemioldgicas demostraram
correlacdo significativa com as varidveis presenca de animais silvestres, sexo, presenca de
vegetacdo no peridomicilio e acesso ao pasto. A partir destes resultados observa-se entdo, que
apesar da maior ocorréncia destes patdgenos serem descritas em regides litoraneas, ha presenca
destes também em regides ndo endémicas, possivelmente devido ao transito de animais e a
presenca do vetor nessas regides. Ademais, a frequéncia de A. reconditum encontrada destaca
a importancia do diagnostico diferencial a fim de evitar condutas clinicas equivocadas.
Portanto, este estudo demonstra a ocorréncia de D. immitis e A. reconditum em 4reas
consideradas ndo endémicas, sendo necessario maiores investigacdes a respeito da
diferenciacdo e distribuicdo destes filarideos no Brasil.

Palavras-chave: nematoides, diagndstico molecular, microfilaria, Onchocercidae.
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Janeiro. 73p. Thesis (Doctor of Science). Instituto de Veterinaria, Departamento de
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ABSTRACT

Nematodes belonging to the species Dirofilaria immitis and Acanthocheilonema reconditum
are arthropod-transmitted parasites, with mosquitoes from the Culicidae family responsible for
transmitting D. immitis, while fleas of the genus Ctenocephalides and Pulex, along with the lice
Trichodectes canis and Heterodoxus spiniger, are the main vectors for A. reconditum. Dogs are
the primary hosts affected by infections caused by these parasites. Diagnostic methods for these
filarioids are based on the detection of microfilariae in peripheral blood. However, the similarity
of this evolutionary stage between the two species complicates accurate diagnosis. Due to the
fact that D. immitis is mainly reported in coastal regions and holds public health significance
due to its zoonotic nature, the detection and differential epidemiological analysis between D.
immitis and A. reconditum contribute to understanding the distribution of these filarioids and
provide insights for precise diagnostics and appropriate clinical management. Thus, this study
aimed to determine the frequency, spatial distribution, and epidemiological factors associated
with the presence of D. immitis and A. reconditum DNA in dogs in the municipalities of the
state of Rio de Janeiro using molecular methods. For this purpose, 378 blood samples were
collected from domiciled dogs in the municipalities of Barra do Pirai, Paracambi, Petrépolis,
and Teresopolis, during the period from November 2018 to October 2019. DNA from the
samples was extracted using a commercial kit, and pathogen detection was performed using
species-specific qPCR. From the total of samples collected, five were positive for D. immitis
and 40 were for A. reconditum, resulting in an overall prevalence of 1.32% (5/378) and 10.58%
(40/378), respectively. In Barra do Pirai, the frequency of A. reconditum was 7.4% (8/108),
with no detection of D. immitis. In Paracambi, the obtained frequency was 16.66% (15/90) for
A. reconditum and 3.33% (3/90) for D. immitis, with one case of co-infection between the two
species. In Petrépolis, the frequency was 5.75% (5/87) for A. reconditum and 1.15% (1/87) for
D. immitis. In Teresopolis, the frequency of A. reconditum was 8.60% (12/93), with no detection
of D. immitis. Epidemiological analyses were conducted based on positive findings for A.
reconditum, as it was not possible to perform them for D. immitis due to the low frequency. The
epidemiological analyses demonstrated a significant correlation with variables such as the
presence of wild animals, gender, presence of vegetation in the peridomicile, and access to
pasture. These results indicate that despite the higher occurrence of these pathogens being
described in coastal regions, their presence is also noted in non-endemic areas, possibly due to
the movement of animals and the presence of vectors in these regions. Furthermore, the



frequency of A. reconditum emphasizes the importance of differential diagnosis to avoid
misguided clinical interventions. Therefore, this study demonstrates the occurrence of
Dirofilaria immitis and Acanthocheilonema reconditum in areas considered non-endemic,
warranting further investigations regarding the differentiation and distribution of these
filarioids in Brazil.

Keywords: nematodes, molecular biology, microfilaria, Onchocercidae.
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1. INTRODUCAO

Cdes podem ser infectados por diversos parasitos, sendo alguns deles transmitidos por
artropodes e se alojando na concorrente sanguinea desses hospedeiros, onde ocorre parte do seu
ciclo de vida. Além da corrente sanguinea, estes parasitos podem se instalar em diversos 6rgaos,
principalmente no sistema gastrointestinal e cardiovascular (HAHN, 1999; ROCHA et al.,
2018). Algumas filérias de importancia médica veterindria acometem cées domésticos e podem
ocorrer em diversas regides do mundo, incluindo o Brasil (LABARTHE et al., 2014). S&o
causadas por nematodeos pertencentes a familia Onchocercidae, sendo as espécies Dirofilaria
immitis, Dirofilaria repens e Acanthocheilonema reconditum responsaveis pelo maior nimero
de infecgBes nestes animais (RANI et al., 2010). Além destes, o nematédeo do género
Cercopithifilaria, espécie Cercopithifilaria bainae também pode infectar cdes (SANTOS et al.,
2018).

Dirofilaria immitis ¢ uma filaria transmitida por fémeas de mosquitos dos géneros Culex,
Aedes, Ochlerotatus e Anopheles (SIMON et al., 2017). A manutencio de sua transmissao pode
estar associada a diversos aspectos, dentre eles condigbes geograficas, climaticas, acao
antropica, densidade de cdes e vetores (DE ANDRADE VIEIRA et al., 2022). As espécies do
género Acanthocheilonema podem ser transmitidas por carrapatos, piolhos e pulgas. A espécie
A. reconditum tem como principais vetores as pulgas das espécies Ctenocephalides canis,
Ctenocephalides felis felis e Pulex irritans (NAPOLI et al., 2014).

As doencgas causadas por microfilarias além de acometer caes, podem ocorrer em outros
animais, como gatos, cavalos, animais silvestres e até mesmo humanos (RANI et al., 2010).
Algumas microfilarias apresentam aspectos morfolégicos semelhantes, diferenciados apenas
por algumas caracteristicas especificas (ROCHA et al., 2018). A semelhanca morfoldgica é o
que torna o diagnostico diferencial das espécies ainda mais dificil (PEROBA et al., 2022). Os
diagnosticos mais utilizados nas clinicas sdo esfregacos sanguineos, que levam em
consideracdo a habilidade do observador, o teste de Knott modificado, que detecta as
microfilarias em amostra de sangue periférico dos animais e o teste imunoldgico 4Dx. O teste
ELISA que detecta a presenca de antigenos circulante das fémeas adultas de D. immitis
utilizando soro, plasma e sangue total e é comumente utilizado em laboratérios, em situacdes
em que sdo realizados testes em lotes, por exemplo. Porém ha uma problematica na utilizagédo
destes testes quanto a identificacdo das espécies, destacando entdo a necessidade de métodos
diagnosticos espécie-especifico, como a qPCR utilizando sondas, que permite um diagnostico
com uma menor quantidade de amostra, menos tempo e maior eficacia (NEGRON et al., 2022).

Infec¢Bes caninas, felinas e humanas por D. immitis sdo prevalentes em diversas regides do
mundo. Estudos relatam a presenca de cdes infectados em todos os paises das Ameéricas, sendo
a Unica excegdo o Chile (MAGGI; KRAMER, 2019). A prevaléncia nesses paises pode variar
amplamente, principalmente em areas com clima mais frio. Regides de clima mais quente e
regides consideradas endémicas podem apresentar prevaléncias altas, chegando a 70% (LEE et
al., 2010; DANTAS-TORRES, 2008; LABARTHE; GUERRERO, 2005). Diversos estudos ja
demonstraram que a prevaléncia da infec¢do pode sofrer variagcdes de acordo com fatores como
clima, caracteristica das populacdes estudadas, dentre outros fatores. No Brasil, considera-se
que a prevaléncia seja de moderada a alta, principalmente em regifes quentes e Umidas
(LABARTHE et al., 2003; FIGUEREDO et al., 2017). As infec¢bes por A. reconditum sdo
relatadas em diversos paises da Europa e este nematddeo € considerado a principal filaria que
acomete cdes no Mediterraneo. Informagdes sobre a prevaléncia deste parasito sdo escassas,
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sendo a maioria dos casos relatados associados a achados secundarios em estudos
epidemiolégicos cujo alvo da pesquisa eram outros parasitos, como D. immitis e D. repens
(PACIFICO et al., 2021).

A ocorréncia e a epidemiologia de alguns filarideos ainda é uma realidade pouco conhecida
e, por isso, é importante que seja feita a identificacdo da espécie do agente etioldgico,
principalmente nas infeccbes que acometem os cdes, levando a um diagnéstico assertivo
(KANNEBERG et al.,, 2019). Dada a significativa relevancia das filarioses como
desencadeadoras de doencas em cdes, esta pesquisa buscou determinar a prevaléncia e as
caracteristicas epidemioldgicas em cédes naturalmente infectados por Dirofilaria immitis e
Acanthocheilonema reconditum nos municipios de Petropolis, Teresépolis, Barra do Pirai e
Paracambi, no estado do Rio de Janeiro. Para tanto, empregaram-se métodos moleculares como
a qPCR na detecgéo desses agentes ou desses parasitos.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Taxonomia de Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum

A classificacdo sistematica atual do agente etiolégico da espécie Dirofilaria immitis,
causador da doenca do verme coragdo nos cdes, segundo Anderson (1992), é a seguinte:
subclasse Secernentea, ordem Spirurida, subordem Spirurina, superfamilia Filarioidea, familia
Onchocercidae, subfamilia Dirofilariinae e género Dirofilaria (Leidy, 1856). As espécies desse
género estdo distribuidas em todo o mundo (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo geografica das espécies Dirofilaria immitis e Dirofilaria repens em
animais no mundo. Fonte: Simon et al. (2017) adaptado.

O primeiro caso conhecido de infeccdo de cédes por vermes do coracdo é datado de 1626,
quando o italiano F. Birago descreveu, em seu tratado sobre a caca, a presenca de vermes do
coracdo em um de seus cées. No entanto, apenas em 1847 que o veterinario do Alabama, T.C.
Osborne, descreveu a presenca de vermes do coracdo nos Estados Unidos, sendo considerado
0 primeiro relato deste parasito no continente americano. Trés anos depois, o parasitologista J.
Leidy descreveu os vermes do coracdo como Filaria cordis canis (Leidy, 1850). Ainda mais
tarde, 0 mesmo pesquisador renomeou a espécie como Filaria immitis (Leidy, 1856). No Brasil,
a espécie do parasito que acomete cdes vem sendo estudada desde 1878, ja as espécies que
infectam seres humanos e felinos comegaram a ser estudadas em 1887 e 1921, respectivamente.
(DANTAS-TORRES & OTRANTO, 2020).

A espécie Acanthocheilonema reconditum é um helminto pertencente a classe
Nematoda, ordem Spirurida, superfamilia Filaroidea, familia Onchocercidae, subfamilia
Onchocercinae, género Acanthocheilonema (MONTEIRO, 2011). Acanthocheilonema
reconditum (syn. Dipetalonema) foi descrito pela primeira vez por Grassi em 1889. Em 1890,
Grassi e Calandruccio definiram suas diferencas morfoldgicas com D. immitis, relatando
detalhes sobre uma fémea do verme; estes autores provaram que A. reconditum se desenvolve
em pulgas (PACIFICO et al., 2021).



O género Onchocerca é atribuido a subfamilia Onchocercinae, que também engloba os
géneros Brugia, Wuchereria, Litomosoides e Acanthocheilonema. O género Dirofilaria é
classificado na subfamilia Dirofilarinae (CASIRAGHI, 2001). A reconstrucao filogenética de
Xie et al., (1994) classifica 0 género Onchocerca como o grupo irméo do género Dirofilaria.

2.2. Morfologia e ciclo de vida
2.2.1. Dirofilaria immitis

Os parasitos machos adultos podem possuir 23cm de comprimento, enquanto as fémeas
adultas podem medir 30cm de comprimento. As microfilarias medem 298 um de comprimento
e 7,3 um de largura e possuem a extremidade anterior ovalada e a posterior reta (BRITO et al.,
2001).

Estudos tém demonstrado que a bactéria Wolbachia realiza simbiose com D. immitis e
desempenha um papel importante na patogenia na relacdo parasito hospedeiro (entre helmintos
e cdes) em infecgbes por D. immitis, bem como a sua importancia como alvo no tratamento,
devido a localizacdo das bactérias em todos os estdgios nos helmintos, podendo causar
infertilidade em fémeas e inibi¢cdo nas mudas de L4 para L5 quando na auséncia de Wolbachia
(BANDI et al., 2001; MCHAFFIE, 2012).

O ciclo do parasito (Figura 2) pode ser dividido em quatro etapas: a infeccdo do mosquito
vetor (1), o desenvolvimento do parasito no vetor (Il), a transmissdo do parasito para um
hospedeiro vertebrado (I1l) e o desenvolvimento do parasito neste hospedeiro (IV)
(ALMOSNY, 2002).
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Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo de vida de Dirofilaria immitis e Dirofilaria
repens. Fonte: elaborado por Patricia Paulino no BioRender.

Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito da familia Culicidae se alimenta em um
hospedeiro previamente infectado, ingerindo larvas de primeiro estadio (L1), conhecidas de
microfilarias. O mosquito atua como hospedeiro intermediario, em que as larvas L1 irdo se
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desenvolver, migrando do torax para o aparelho bucal do inseto, passando por dois estadios (L2
e L3), em um periodo de duas a trés semanas (ALMOSNY, 2002). Quando o mosquito infectado
realiza um novo repasto sanguineo, em um hospedeiro vertebrado susceptivel, as larvas em
estadio infectante (L3) s@o inoculadas junto com a saliva do mosquito, na corrente sanguinea
do hospedeiro. As larvas migram da corrente sanguinea do hospedeiro para o tecido subcutaneo
e muscular, onde realizam muda para o estadio L4, passando a serem denominadas jovens
adultos. Este processo de muda leva em torno de trés a quatro dias e em seguida invadem o
sistema vascular. Cerca de 100 dias ap6s a infec¢do, as larvas chegam ao coracgdo, alojando-se
no ventriculo direito e nas artérias pulmonares, realizando a Gltima muda, para o estadio L5,
atingindo maturidade sexual, para o acasalamento. O ciclo se completa com a liberacdo de
novas microfilarias na corrente sanguinea do hospedeiro (NELSON; COUTO, 2006).

As microfilarias podem sobreviver até dois anos na corrente sanguinea do hospedeiro, o que
geralmente garante uma microfilaremia elevada. No entanto, o nimero de microfilarias na
circulacdo nao tem correlacdo direta com o nimero de parasitos adultos que um mamifero pode
albergar (ALMOSNY, 2002).

2.2.2. Acanthocheilonema reconditum

As microfilarias de A. reconditum possuem 249,2um, mais ou menos 8,7 um de
comprimento e 4,4mm, mais ou menos 1,2 um de largura. Além disso, apresentam extremidade
anterior achatada e posterior em forma de gancho.

As microfilarias ingeridas durante o repasto sanguineo dos hospedeiros intermediarios se
desenvolvem até larvas de terceiro estadio (L3) em um periodo de 7 a 14 dias. Quando
inoculadas em um hospedeiro definitivo susceptivel, se desenvolvem até o estagio adulto em
dois a trés meses (LINDEMAN et al., 1983) (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo de vida de Acanthocheilonema reconditum.
Fonte: Manual de identificacdo para Filariose Canina, 2020.

A invasdo da pele por A. reconditum pode manifestar-se como pequenos nddulos
subcutaneos (Figura 4). Essas manifestacfes raramente sdo dolorosas ou apresentam prurido e,
no interior, ficam alojados os adultos e microfilérias do parasito (DAY, 2016).
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Figura 4. Representacdo clinica de granuloma causado por Acanthocheilonema spp. A:
paciente. B: Imagem da massa subcutanea (seta branca). Fonte: Palacios et al. (2022).

2.3. Hospedeiros

As doencas causadas por microfilarias acometem cées, mas podem ocorrer em outros
animais, como gatos, cavalos, animais silvestres e até mesmo humanos (RANI et al., 2010).

Cées domésticos atuam como fonte de alimentacdo preferencial para muitos artropodes
vetores de agentes patogénicos, alguns dos quais podem apresentar potencial zoonotico
(OTRANTO AND EBERHARD, 2011).

Dirofilaria immits e A. reconditum sdo causadores de filarioses em cdes e gatos, produzindo
microfilarias que circulam no sangue de seus hospedeiros naturais. No Brasil, o percentual de
caes microfilarémicos e/ou portadores de formas adultas de A. reconditum é subestimado. Esse
fato ocorre devido a escassa quantidade de publicacdes existentes a respeito do assunto,
principalmente pelas infec¢Ges por esta microfilaria serem pouco evidenciadas pelos medicos
veterinarios do pais (LEITE et al., 2012).

Os caninos tambem sdo os hospedeiros definitivos de Acanthocheilonema spp. Os parasitos
adultos dessa espécie se alojam no tecido subcutaneo e na fascia, enquanto a especie
Acanthocheilonema dracunculoides tem predilecdo pela cavidade abdominal do animal
(PALACIOS et al., 2022).

A importancia clinica da infeccdo de cées por A. reconditum e A. dracunculoides reside no
fato de ser diagnostico diferencial para infeccdes por D. immitis. Os achados clinicos
relacionados a infeccdo por esses parasitos no hospedeiro definitivo ainda sdo escassos, embora
possa ser observado prurido em animais infectados por A. reconditum (BOBADE E
OJEBUOBAH, 1981). Ha relatos de que infec¢cdes causadas por Acanthocheilonema spp.
apresentam algumas manifestacdes dermatoldgicas como eritrema, papulas, alopecia focal ou
multifocal (LOPEZ et al., 2012).

As infeccbes de cdes por D. immitis sdo apresentadas em diversos relatos na literatura,
principalmente sobre seu carater patogénico e sua importancia epidemioldgica, podendo causar
nos cées a doenca conhecida dirofilariose (GOMES et al., 2012).

2.4. VVetores



2.4.1. VVetores de Dirofilaria immitis

Dirofilaria immitis ¢ uma filaria transmitida por mosquitos (Nematocera: Culicidae). A
manutenc¢do de sua transmissdo pode estar associada as condi¢fes geogréaficas e climaticas, acéo
antropica, densidade de cies susceptiveis e densidade de vetores (SIMON et al., 2017).

Uma grande quantidade de espécies de mosquitos é considerada hospedeiro intermediario e
vetor competente para D. immitis em laboratério (McCALL et al., 2008). Os principais
transmissores ja estudados sao culicideos dos géneros Culex, Aedes, Ochlerotatus e Anopheles.
Espécies de mosquitos predominantemente silvestres ja foram identificados como vetores de
D. immitis em regides costeiras do Estado do Rio de Janeiro (DE ANDRADE VIEIRA et al.,
2022).

Mais de 70 espécies de mosquitos demonstraram ser capazes de desenvolver microfilérias
de estagio L3 em condicdes experimentais, mas acredita-se que menos de uma duzia dessas
espécies sejam importantes vetores na natureza (SILAGHI et al., 2017; SPENCE BEAULIEU,
2020). No Brasil, infecgdes naturais com L3 foram detectadas em algumas espécies, dentre elas
Aedes scapularis, Aedes taeniorhynchus e Culex quinquefasciatus (LABARTHE et al., 1998;
SIMON et al., 2017).

Alguns critérios para a identificacdo de vetores foram propostos em estudo realizado por
Ledesma e Harrington (2011), como: a detec¢do da forma L3 em mosquitos capturados na
natureza; distribuicdo dos vetores em sobreposicao as areas de alta prevaléncia ou incidéncia
da doenga, a alimentacdo destes vetores na natureza, se eles se alimentavam de hospedeiros
susceptiveis ou microfilarémicos e até mesmo sua predilecdo alimentar, pois algumas espécies
poderiam ndo se alimentar de cées, preferindo roedores e passaros, sendo assim, considerados
vetores ineficientes.

2.4.2. Vetores de Acanthocheilonema reconditum

Diferentes espécies de artropodes foram sugeridas como vetores competentes para esta
filaria. Diversas espécies do género Acanthocheilonema sdo transmitidas por carrapatos,
piolhos e pulgas. Entretanto a espécie Acanthocheilonema reconditum tem como principal
vetores e hospedeiros intermedidrios as pulgas das espécies Ctenocephalides canis,
Ctenocephalides felis felis e Pulex irritans e os piolhos mal6fagos (mastigadores) das espécies
Trichodectes canis e Heterodoxus spiniger (BRIANTI et al., 2012; NAPOLLI et al., 2014).

2.5. Epidemiologia
2.5.1. Dados epidemioldgicos de Dirofilaria immitis

Dirofilaria immitis € um parasito zoondtico conhecido nas Américas por causar
dirofilariose pulmonar nos seres humanos, com a maioria dos casos relatados nos Estados
Unidos e no Brasil (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2013). As infeccbes em humanos,
geralmente, sdo assintomaticas, mas, em alguns casos, pode ocorrer tosse, dor toraxica, dispneia
e problemas oculares em pessoas acometidas pelo parasito (OTRANTO; EBERHARD, 2011).
No Brasil, ja foi notificado um caso de dirofilariose pulmonar em um homem de 67 anos e outro
de dirofilariose ocular em um jovem de 16 anos (DOLTRARIO et al., 2019; OTRANTO et al.,
2011). O real impacto zoono6tico deste parasito em humanos € subestimado, sendo a maioria
dos casos de infeccbes por D. immitis diagnosticados ao acaso, em radiografias



computadorizadas do térax, que normalmente sdo solicitados por outras razGes (DANTAS-
TORRES & OTRANTO, 2020).

InfecgOes caninas, felinas e humanas por D. immitis sdo prevalentes em toda a regido do
Mediterraneo (CANCRINI et al., 2006), sendo endémicas em paises do extremo sul europeu,
como Itélia e Grécia, e do Sul como Franca, Espanha e Portugal. No entanto, nos ultimos anos
a ocorréncia da doenca migrou do Mediterrdneo para as areas centrais da Europa, sendo
encontrado em paises como Alemanha, Austria, Republica Tcheca, Eslovaquia, Hungria,
Poldnia, Eslovénia e Suica (FUEHRER et al., 2016; OTRANTO et al., 2013; GENCHI et al.,
2009).

Esse parasito também estd espalhado pela América do Sul, Central, Caribe e América do
Norte. Pesquisas epidemioldgicas relatam sua presenca em cdes de todos os paises das
Américas, com excecdo do Chile e Uruguai (SIMON et al., 2012; MAGGI; KRAMER., 2019).
A prevaléncia da infecgdo nas Américas variaamplamente. Em areas com clima mais frio, como
Canada, a prevaléncia € muito baixa, mas pode atingir 8,4% em cidades do sul do pais. Nos
Estados Unidos a prevaléncia pode variar de 1% a 12% em areas consideradas ndo endémicas,
mas pode chegar a mais de 40% em areas consideradas endémicas (KLOTINS et al., 2000; LEE
et al., 2010). No México a America do Sul a prevaléncia é extremamente alta, como 42% na
Costa do Golfo México, 63,2% no Caribe e 74% na Argentina (DANTAS-TORRES, 2008;
SIMON et al., 2012; LABARTHE; GUERRERO, 2005).

Muitos estudos indicam que a prevaléncia pode variar de acordo com fatores como clima e
caracteristicas das populacGes de cées estudados. No Brasil, a prevaléncia pode ser considerada
de moderada a alta em regides quentes e umidas (LABARTHE et al., 2003; FIGUEREDO et
al., 2017). Em um estudo realizado no estado do Amazonas, em que foram considerados dados
obtidos a partir da deteccdo do DNA de D. immitis, a prevaléncia do parasito foi de 44%
(SOARES et al., 2014). Um estudo realizado por Labarthe et al. (2014), em sequéncia ao estudo
de Soares et al. (2014), sugere que a prevaléncia no Brasil € maior no nordeste (29,7%) quando
comparada as regides sudeste (26,3%) e sul (13,2%).

Diversos hotspots de transmissao de D. immitis ja foram identificados nas regides costeiras
do Brasil. A prevaléncia nestas areas apresenta uma tendéncia a ser mais alta, principalmente
quando é considerado o local onde os cdes dormem, como areas abertas e fora das residéncias,
onde os animais ficam mais expostos aos mosquitos e, em muitos casos, ndo sdo utilizados
produtos que repelem o mosquito ou medicamentos que previnem o desenvolvimento do
parasito (DANTAS-TORRES et al., 2020; LABARTHE et al., 2014). Um estudo realizado na
area costeira de Pernambuco demonstrou que a incidéncia anual da infeccdo por D. immitis
pode ser de 39,8%, o que significa que, a cada 100 cdes que vivem nesta regido, 40 deles serdo
infectados por D. immitis no periodo de um ano (DANTAS-TORRES et al., 2020; DANTAS-
TORRES; OTRANTO, 2020).

A prevaléncia da dirofilariose canina varia de acordo com sua triade epidemioldgica (Figura
5), que inclui a localizacdo geogréafica, a populacdo de mosquitos, a populacdo de cdes sem
tratamento e o numero de animais microfilarémicos. Além disso, outros fatores que contribuem
para deteccdo de casos da doenca sdo as técnicas de diagndéstico utilizadas, a idade, o estilo de
vida e manejo dos animais. Alguns autores ja relataram também uma correlacéo entre a idade
mais elevada dos cées e a infeccdo (LABARTHE et al., 2014).

Sobre a incidéncia dos animais infectados, foram registrados muitos casos em areas
costeiras, devido a abundancia de vetores. No Brasil, a doenca ja foi descrita em 15 focos
hiperendémicos e esta presente em todas as regides do pais (LABARTHE et al., 2014).
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Figura 5. Triade epidemioldgica da dirofilariose. Fonte: elaborado no BioRender.
2.5.2. Dados epidemioldgicos de Acanthocheilonema reconditum

Infecgbes por Acanthocheilonema reconditum sdo relatadas em varios paises da Europa, e
este nematddeo € considerado a principal espécie de filaria que acomete cdes na bacia do
Mediterraneo (PACIFICO etal., 2021). Otranto et al. (2013) relataram a presenca deste parasito
na Italia, Espanha, Alemanha, Austria e Grécia. Tahir et al. (2019) descreveram infecc@es por
A. reconditum e A. dracunculoides em cées e raposas no Oriente Médio e norte da Africa.

Informacdes sobre a prevaléncia deste parasito em cdes na Europa séo escassas; ha maioria
dos casos, sua ocorréncia esta relacionada a achados secundarios em estudos epidemioldgicos
em que o objeto sdo outros parasitos, como D. immitis e D. repens (PACIFICO et al., 2021).

Na Italia a presenca desse parasito foi confirmada por diferentes estudos em areas do sul do
pais, registrando uma prevaléncia media de 7,7%. Nas areas das regies norte e central do pais
a prevaléncia reportada é baixa em torno de 0,8% (POTKONJAK et al., 2020). Em paises do
Mediterraneo a presenca do parasito foi descrita na Grécia, Chipre, Turquia, Espanha, Portugal
e Franca. Diversos estudos realizados na Grécia apresentaram uma prevaléncia em torno de
2,5% do parasito no norte do pais (DIAKOU et al., 2016). Na Espanha, focos de incidéncia
foram registrados em uma zona no centro-norte do pais, na provincia de Soria (15,8%) e nas
Ilhas Canarias (20%) (PACIFICO et al., 2021).

Paises da Europa Central, Suica, Bélgica e Paises Baixos ndo apresentam registros de A.
reconditum, apesar de registros comprovados de outras espécies de filarias (DE BOSSCHERE;
KINDERMANS, 2019). Na Europa Ocidental, A. reconditum foi notificado na Romenia
(2,05%) (IONICA et al., 2015). Este parasito tem sido frequentemente relatado em cées e outros
canideos selvagens nas Américas, com estudos realizados nos Estados Unidos, Brasil, Chile e
Costa Rica (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2020).

No Brasil, ainda € subestimado o percentual de cdes portadores de formas adultas de A.
reconditum, mesmo sendo o principal hospedeiro mamifero alocado na triade epidemioldgica
da doenca (Figura 6). No estado da Bahia, Barros et al. (1993) obtiveram positividade em 8
animais (1,6%) para microfilaria, dentre as 500 amostras de sangue de cdes avaliadas e
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Fernandes et al. (1999) observaram positividade de apenas trés animais (0,6%). Em estudo
desenvolvido por Alves et al. (1999) em Recife, amostras sanguineas de 611 cédes foram
avaliadas pelo teste de ELISA e pelo teste de Knott, identificando 42 amostras positivas (6,9%)
de animais microfilarémicos, sendo 0os machos 0s que apresentaram uma maior frequéncia de
infeccdo. Neste estudo foram encontrados também, 14 cdes que nos testes foram negativos, com
presenca de filarias no coracdo ap0s realizacdo de necrdpsia. No estado do Parana, Reifur et
al. (2004) avaliaram 256 amostras de sangue de cées distribuidos na érea litoranea deste estado.
Os autores combinaram trés técnicas neste estudo: a visualizacdo direta (gota espessa), teste de
Knott modificado e ELISA, evidenciado a presenca de microfilarias de A. reconditum em 58
(22,6%) animais. Eles perceberam que o teste mais eficaz para a diferenciacéo das microfilarias
dentre os estudados foi o Knott modificado. Ainda neste mesmo estado e com as mesmas
técnicas de identificacdo, um estudo realizado por Leite et al. (2012), que avaliaram amostras
de 422 cées, demonstrou presenga de A. reconditum em 30 cées (7,10%).

Agente etiologico:
Acanthocheilonema reconditum

o
> QAN

Vetores:
Pulgas

== "

Hospedeiros:
Caes domésticos.
Humano* (acidental)

Created in BioRender.com bio

Figura 6. Triade epidemioldgica da infeccdo por Acantocheilonema reconditum. Fonte:
elaborado no BioRender.

Ambiente:
Ocorre em climas variados e
em diversas regioes do
mundo.

2.6. Sinais clinicos

Dirofilaria immitis se destaca como um dos endoparasitos mais significativos na saude de
caes, tanto do ponto de vista patoldgico quanto econémico, conhecida popularmente como
verme do coracdo (NOACK, 2024). Nos cées, a doenca € causada por parasitos adultos, que
provocam patologia nas artérias pulmonares. Os canideos atuam como hospedeiros definitivos,
permitindo que a reproducdo sexual ocorra nas artérias pulmonares e as microfilarias sejam
liberadas no sistema circulatério (MCCALL et al., 2008b; BOWMAN & ATKINS, 2009;
SELZER & EPE, 2021). A manifestacdo clinicopatoldgica da infeccdo por D. immitis nas
artérias pulmonares, do lado direito do coracéo e veia cava pode incluir pneumonite, endarterite
pulmonar, hipertensdo pulmonar, tromboembolismo pulmonar, insuficiéncia cardiaca
congestiva do lado direito e cor pulmonale (ABDULKADIR et al, 2024).

A medida que estas lesdes se tornam graves, o ventriculo direito aumenta o tamanho fazendo
com que o sistema circulatorio perca sua capacidade de compensacdo, desencadeando uma
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insuficiéncia cardiaca direita (Figura 7). Os animais infectados podem apresentar tosse cronica,
dispneia, intolerancia ao exercicio e perda de peso (TRANCOSO et al., 2020). Essas alteragdes,
eventualmente, culminam em um distdrbio multissistémico que afeta o coracdo, pulmdes,
figado e rins (KRAMER et al., 2005).

Figura 7. Artéria pulmonar e ventriculo direito de um cdo com adultos de Dirofilaria immitis.
Fonte: Vieira, 2016.

Em humanos, a infeccdo por D. immitis pode causar comprometimento do parénquima
pulmonar. O parasito ndo completa o seu ciclo de vida e as formas imaturas do helminto morrem
nos ramos das artérias pulmonares, formando les6es pulmonares (Figura 8) que, na maioria das
vezes, sdo diagnosticadas de forma incorreta em radiografias, sendo confundidos com tumores
pulmonares primarios ou metastaticos (TRANCOSO et al., 2020).

4 o =t .

Figura 8. Cortes histolégicos mostrando area de comprometimento pulmonar em humano
causado por Dirofilaria immitis. A: Giemsa (100 X); B: Hematoxilina-eosina (160X); C:
Tricbmico de Masson, (200X). Fonte: Rodrigues-Silva et al., 2004.

Desde 1979, devido a importancia desta parasitose, ndo apenas pelos danos que causa nos
animais, mas também a populacdo humana, e a intima relacdo dos animais domésticos com o
ser humano, a enfermidade passou a ser considerada uma zoonose pela Organizacdo Mundial
da Salde (OMS) (SILVA & LANGONI, 2009).

A patogenicidade de A. reconditum é um tema de interesse na medicina veterinaria. A
maioria dos autores classifica A. reconditum como um parasito apatogénico, ou seja, que nao
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causa danos significativos ao seu hospedeiro (MARTINS, 2019; ESPINOSA, 2022). No
entanto, estudos recentes mostraram que A. reconditum pode causar a formacdo de noédulos
cutdneos, os quais foram erroneamente associados a migracdo erratica de D. immitis
(ESPINOSA, 2022). Um estudo conduzido na Coldmbia demonstrou que A. reconditum foi a
espécie causadora mais frequente de surtos de filariose canina em Cali (Coldmbia) durante 2018
e 2019, com uma alta frequéncia de associacdo com sinais hematoldgicos de anemia
(ESPINOSA, 2022). Embora A. reconditum néo seja conhecido por sua alta patogenicidade em
caes, este estudo sugere uma associagédo significativa entre a presenca deste parasito e anemia
em cdes, 0 que ndo é comumente relatado. O estudo também revelou que alguns cdes com
resultados positivos nos testes para a deteccdo do antigeno de D. immitis também testaram
positivo para A. reconditum conforme o teste PCR-RFLP (ESPINOSA, 2022). O
sequenciamento de Sanger foi realizado para esses casos, identificando-os como A. reconditum
com alta percentagem de identidade. No entanto, mais pesquisas S80 necessarias para
compreender completamente a patogenicidade deste parasita e suas implicacdes clinicas.

2.7. Métodos diagnosticos

Sé&o diversos os métodos classicos utilizados para diagnostico de microfilarias em cées. Em
primeiro lugar, utiliza-se o teste Knott (NEWTON; WRIGHTI, 1956), que detecta e identifica
as microfilarias em amostra de sangue periférico dos animais, com o auxilio de um microscopio,
baseado nas caracteristicas e critérios morfologicos que estdo sendo observados (Figura 9).
Outros testes utilizados para a deteccdo de antigeno de filarias sdo os métodos imunoldgicos
para deteccdo de antigenos, como o ensaio imunoenzimatico (ELISA), que detecta a presenca
de antigenos circulantes das fémeas adultas de D. immitis por meio da utilizacdo de diferentes
kits comerciais para soro, plasma e sangue total dos cdes e a imunocromatografia, que sao
considerados altamente especificos e ndo apresentam reatividade cruzada com outros parasitos
como D. repens e Acanthocheilonema spp. (MCCALL et al., 2008). E importante destacar que,
ainda que o baixo nimero de anticorpos no inicio da infeccdo torna-se um fator desafiador, logo
um diagndstico negativo no teste ELISA nédo descarta a possibilidade do animal estar infectado
(GENCHI et al., 2007). H4 também a problematica de que, mesmo com alta sensibilidade, esses
testes podem apresentar resultados falsos negativos (MCCALL et al., 2008).

Considerado padrdo ouro por Ogawa (2013), a pesquisa de antigenos é considerada
indispensavel, especifica e sensivel no diagnostico da parasitose pois permite um diagndstico
mais eficiente do que aqueles obtidos pela técnica de Knott modificada.
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Figura 9. Microfilaria de Dirofilaria immitis detectado pelo teste de Knott modificado.
Obijetiva de 40X em microscopio 6ptico. Fonte: LADPAR/BIOMOL.

A exatiddo da identificagdo morfoldgica das microfilarias depende da pericia do observador
(Figura 10). Outros testes diagnosticos, como a radiografia, ultrassonografia e a
ecocardiografia, podem auxiliar os veterinarios a chegarem em um diagndstico mais assertivo,
confirmando a infeccdo por nematoides do coracdo, para a determinagdo do progndstico do
paciente (ROJAS et al., 2015). Além destes métodos, também é possivel a utilizacao da técnica
de gota espessa e filtragdo em membrana de policarbonato. Técnicas de imuno-histoquimica
também foram desenvolvidas com o objetivo de detectar formas ocultas da infeccdo por
microfilarias (BROOKS, 2001). O imunodiagnostico permite aos médicos veterinarios
diagnosticarem infecgdes amicrofilarémicas, em decorréncia do uso medicamentos
microfilaricidas, que eliminam as microfilarias do sangue, ou por reacdes imunomediadas
(LABERTHE et al., 1997).
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Figura 10. Microfilaria de Acanthocheilonema reconditum (1) e Dirofilaria immitis (2)
demonstrando a semelhanca e a necessidade da pericia do observador. Fonte: Trancoso, 2017.

Os quadros de dirofilariose oculta podem resultar em uma resposta imune do hospedeiro,
com baixa carga parasitaria e infertilidade, ou incidentalmente, o efeito microfilaricida
observado em cdes que recebem lactona macrociclica como tratamento profilatico, tornando o
diagnostico mais desafiador, principalmente em casos de coinfeccdo com outra filaria
(LAIDOUDI et al., 2020). A auséncia de microfilarias pode estar relacionada a varios fatores
como periodo pré-patente, terapia microfilaricida com macrolideos que atuam por 3 a 7 meses,
que além de eliminar as microfilarias podem influenciar na poténcia sexual de filarideos machos
adultos, podendo por vezes resultar em estado oculto de infeccdo (GOODWIN et al., 1998);
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parasitismo somente por adultos do mesmo sexo ou de ambos 0S sexos, mas estereis
(FERNANDES et al., 1999); infecdes com poucos parasitos adultos; presenca de fémeas ainda
imaturas ou destruicdo das microfilérias por resposta imune do hospedeiro (SILVA; LAGONI
et al., 2009).

Alguns problemas relacionados aos métodos diagndsticos j& foram relatados na literatura,
como, por exemplo, a semelhanga morfolégica entre as microfilarias de D. immitis, A.
reconditum e D. repens. Os kits comerciais de diagnostico disponiveis para deteccdo de
antigenos de D. immitis também podem apresentar reacdo cruzada com nematoides como D.
repens, A. reconditum e Onchocerca spp. (LITTLE et al., 2018).

Quando estes parasitos alcangam a maturidade sexual, produzem filarias que s&o encontradas
na corrente sanguinea do hospedeiro. Este estagio larval (L1) é alvo de diagndéstico por detec¢cdo
microscopica ou pela deteccdo de seu material genético (DNA) em amostras de sangue do
animal infectado (LUCA,; LUIGI, 2016).

2.7.1 Biologia molecular aplicada ao diagnostico das filarioses

Métodos de diagndsticos moleculares apresentaram nas Ultimas décadas uma crescente
importancia na parasitologia veterinaria, uma vez que o uso de estudos baseados em material
genetico s@o aplicaveis em estudos de parasitos e seus hospedeiros. A técnica de PCR vem
sendo utilizada para identificacdo e diagnostico dos parasitos, permitindo que o conhecimento
sobre o material genético dos parasitos possa ser utilizado para identificacdo, diagndstico,
epidemiologia molecular, desenvolvimento de vacinas e estudos de evolucéo e fisiologia dos
parasitos do ponto de vista da relagdo parasito-hospedeiro (PRICHARD, 1997).

A necessidade de métodos diagnosticos mais especificos tornou-se evidente na detecgéo e
confirmacdo precisa da presenca de microfilarias, especialmente em relacdo a espécie D.
immitis. A aplicacdo de métodos diagnosticos mais modernos visa eliminar a subjetividade
associada a observagdo manual, resultando em aprimoramentos significativos nos diagnésticos
(NEGRON et al.,, 2022). Por estes motivos, diferentes protocolos moleculares tém sido
desenvolvidos e estudados nos ultimos anos, incluindo a identificacdo de uma Unica espécie,
com a utilizacdo da PCR espécie-especifico ou detec¢des simultaneas de diferentes espécies do
género Dirofilaria, como uso de PCR multiplex (Figura 11) ou PCR-RFLP (ALBONICO et al.,
2014).

Estudos recentes compararam o desempenho da gPCR utilizando sondas e a técnica de Knott
modificada, associada ao teste de antigeno DiroCHEK®, com o objetivo de verificar qual o
método seria mais sensivel e com maior potencial de eficiéncia quando aplicada em laborato6rios
de diagndstico e investigacdo. Os resultados obtidos mostraram uma alta especificidade da
técnica de qPCR com o uso de sonda para a deteccdo de filarioses, quando comparada aos outros
métodos diagnosticos. Além disso, esse método diagnostico pode ser realizado com menor
quantidade de amostra e menos tempo, executando analises mais rapidas e de alta eficacia, em
comparacdo as outras técnicas (NEGRON et al., 2022).
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Figura 11. Amplificacdo de DNA por PCR multiplex de amostras de sangue positivas para
Dirofilaria com diferentes cargas parasitarias. Faixa 1, carga alta de D. immitis (100.000
mf/ml); faixa 2, carga baixa de D. immitis (4 mf/ml); faixa 3, carga alta de D. repens (32.250
mf/ml); faixa 4, carga baixa de D. repens (4 mf/ml); faixa 5: infeccdo mista natural; faixa 6:
controle positivo para D. immitis; faixa 7: controle positivo para D. repens; faixa 8: controle
negativo. Fonte: Gioia et al. (2010). Legenda: mf= microfilaria

Lugo-Vargas et al. (2023) demonstram em seu trabalho a necessidade e aplicabilidade das
técnicas de biologia molecular na diferenciacdo de espécies de microfilarias, destacando que
animais infectados por A. reconditum geralmente ndo precisarem de tratamento, sendo o
diagnostico diferencial das espécies de D. immitis e A. reconditum, a solucéo para a prevencao
de um tratamento médico inadequado. Além disso a detecgé@o de A. reconditum em animais de
companhia pode justificar tratamentos para evitar o risco de infec¢des acidentais em humanos
(OTRANTO et al., 2011).

Rishniw et al. (2006) propuseram um metodo de identificacdo de filarideos utilizando uma
técnica de PCR com primers especificos para validacdo genotipica das espécies. Também
utilizaram um primer desenhado a partir do gene COI para validacéo genotipica independente
da espécie. Neste estudo os autores concluiram que a PCR desenvolvida com os genes
panfilariais € uma ferramenta adequada para a genotipagem de todos os membros da familia
Onchocercidae. Os autores também descrevem que, se necessaria a confirmacdo, podem ser
utilizados PCR espécie especificos ou sequenciamento dos amplicons. Em contrapartida, outros
estudos demonstraram que reacdes baseadas na regido ITS2 do rDNA dos filarideos apresentam
uma prevaléncia inferior a demonstradas em testes como ELISA (Snap™ 4Dx®). Neste caso
0s autores suspeitaram de uma possivel falha na extracdo de DNA e concluiram que mesmo
com a diferenca a PCR se confirmou valida para identificacdo de filarideos em cées
(TRANCOSO et al., 2020).

Ferri et al. (2009) realizaram um estudo onde verificaram coeréncia entre os resultados
obtidos por analise morfolégica e DNA barcoding. Estes autores verificaram que tanto o gene
COI quando o 12S rDNA foram marcadores moleculares apropriados para identificacdo de
filarideos de espécie pelo DNA barcoding, sendo o gene COIl o que demonstrou maior
consisténcia. O gene COIl apresenta, com excecdo dos cnidarios, divergéncia para garantir um
diagnostico especifico, apresentando variacGes inferiores a 1%, sendo raras as maiores que 2%
e quando apresentam variacdes maiores geralmente esta relacionado a individuos que habitam
regides geogréaficas diferentes (HEBERT et al., 2003). A citocromo oxidase mitocondrial
subunidade 1 é capaz de maximizar a sensibilidade de protocolos de PCR e esta presente em
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um numero elevado de cOpias em cada organismo, permitindo a deteccdo do DNA de filarideos
mesmo em amostras com baixa microfilaremia (MISHRA et al., 2007).

Estudos realizados na Roménia utilizaram os genes 12S rDNA e COI para a identificacéo
das espécies de filarias presente em 8 dos 188 cées do estudo que haviam sido positivos por
meio de técnicas parasitologicas (exame direto e Knott modificada) e imunoldgicas. A
utilizacdo da PCR permitiu o diagndstico da espécie D. repens em todos 0s animais positivos.
Estes autores concluiram entdo que a técnica de PCR permitiu o diagnostico facil e com elevada
especificidade, permitindo a diferenciacdo de um dos principais filarideos que infectam cées na
Europa (CIOCAN et al., 2010).

Um outro estudo, desta vez utilizando uma PCR multiplex, com alvo no gene 12S rDNA,
realizaram o diagndstico simultaneo de D. immitis e D. repens em amostras de sangue de caes.
Neste estudo a técnica de PCR demonstrou sensibilidade similar a técnica de Knott. Os autores,
no entanto, ressaltaram que o diagndstico diferencial desses filarideos em areas de co-infeccao
é por vezes dificil, necessitando de profissionais experientes. Com a utilizacdo da PCR
multiplex reduz o custo com reagentes, tempo de processamento, risco de contaminacao e a
necessidade do profissional experiente em diferenciar as espécies, pois possibilita a deteccdo
das duas espécies, de forma simultanea, sendo importante em estudos epidemiologicos e para
o0 diagndstico em areas com relatos de co-infec¢do (GOIA et al., 2010).

2.8 Tratamento

De acordo com a American Heartworm Society (AHS), o objetivo do tratamento da
dirofilariose € otimizar as condicdes clinicas do animal e erradicar todos os estagios da infeccao
(incluindo microfilarias e estagios larvais), minimizando complicagcbes. Em cdes que exibem
sinais clinicos significativos, a terapia ndo deve ser iniciada até que os sintomas estejam
estabilizados. Isso pode requerer a administracdo de glicocorticoides, diuréticos,
vasodilatadores, agentes inotropicos positivos e terapia de fluidos (NELSON, C. T., et al.,
2024). Sendo assim, para que seja empregado o protocolo correto para o tratamento, €
necessario fazer o estadiamento dos animais de acordo com os sinais clinicos apresentados.

O tratamento recomendado pela American Heartworm Society € composto de diversos
farmacos, abrangendo adulticidas, larvicidas e tratamento profilatico continuado (NELSON, C.
T., etal., 2024) e cabe ao médico veterinario avaliar a necessidade terapéutica de cada animal.

O tratamento para A. reconditum em cdes varia de acordo com a gravidade da infec¢éo
e as condicg0es clinicas do animal. Em estudo realizado por SAARI (2018), ndo ha necessidade
de tratamento para A. reconditum. Embora A. reconditum seja considerado um parasito de baixa
patogenicidade em comparacdo com outros filarideos, como D. immitis, em casos sintomaticos
ou com complicagdes, € necessario um tratamento adequado para limitar sua disseminacao
(OTRANTO et al. 2013). E fundamental procurar a orientacdo de um médico veterinario para
avaliar a condicdo do animal, determinar o tratamento mais apropriado e fornecer diretrizes
especificas para o manejo da infestacdo por A. reconditum.
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3. METODOLOGIA
3.1. Area de estudo

As coletas das amostras de sangue foram realizadas em cédes domiciliados, no periodo de
outubro de 2018 a outubro de 2019 em quatro municipios do estado do Rio de Janeiro:
Paracambi, Barra do Pirai, Petropolis e Teresdpolis (Figura 12) nas zonas rurais e urbanas de
cada municipio. Paracambi esta localizado na regido metropolitana, com média de 100m de
altitude. Barra do Pirai € um municipio interiorano, localizado no Vale do Paraiba, com média
de 363m de altitude. Os municipios de regido serrana, Petropolis e Teresdpolis apresentam
altitude média de 838m e 875m, respectivamente.

4,000

2| Locais de coleta no estado do Rio de Janeio

57 @ Porkos de coleta de sangue

=1 retrénolls
Barra do Prai

Figura 12. Mapa de localizacdo dos pontos de coletas. Canto esquerdo superior: mapa do
Brasil; canto esquerdo inferior: mapa do estado do Rio de Janeiro. A direita: mapa dos
municipios e os pontos de coleta. Fonte: Arquivo pessoal elaborado no software QGIS.

A escolha das areas rurais (Figura 13) e urbanas (Figura 14) seguiram caracteristicas das
regides que de acordo com as determinagfes do IBGE (2017) e sdo classificadas da seguinte
forma: critérios administrativos, morfoldgicos (identificacdo da disperséo e aglomeragdo das
edificacGes) e funcionais (presenca de comércios, servicos e atividades agropecudrias.
Seguindo entdo estas classificacdes, foram utilizados como critérios neste estudo: rua asfaltada,
proximidade com comeércios, presenca de agricultura e estradas de terra. Em relacdo as
condicOes de desenvolvimento dos locais que foram visitados, foram seguidos os dados do
censo, realizado em 2010. Nessas informacGes, a cidade de Paracambi apresentava uma
populacdo de 47.124 pessoas, uma area de 190 949 km?, densidade demogréfica de 262,27
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hab/km? e o Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) de 0,720. E um municipio classificado
como industrial com ampla area urbana. No ano de 2010, o produto interno bruto (PIB) do
municipio ocupava o 74° lugar no estado. A cidade de Barra do Pirai apresentou um total de
94.778 habitantes, uma area de 584 610 km? e densidade demografica de 169,70 hab/kmz2. O
municipio tem como atividades a pecuéria, agricultura e a industria. O IDH foi de 0,733, com
PIB per capita de R$ 20.789,95, ocupando o 58° lugar no estado.

O municipio de Petropolis apresenta uma variacdo nas atividades comerciais, tendo uma
parte industrial, turismo e agricultura. Em 2010, apresentou uma populacdo de 295.917
habitantes, um territorio de 791 144 kmz?, densidade demogréfica de 317,85 hab/km? e um IDH
de 0,745, com PIB per capita de R$ 42.958,85, ocupando 20° lugar no estado. E 0 municipio
de Teresopolis também apresentou atividades como industria, agricultura e turismo, com uma
populacdo de 163.746 habitantes, densidade demografica de 212,49 hab/km?2 e um territério de
773.338 km2. No periodo avaliado, 0 municipio apresentou o maior IDH do estado (0,79) e PIB
per capita de R$ 28.882,28, ocupando o 30° lugar.

Figura 13. Areas rurais dos municipios e interior de domicilio de coleta: A — Paracambi; B —
Barra do Pirai; C — Teresopolis; D — Petropolis. Fonte: Débora Martins dos Santos, 2021 (Tese
de doutorado).
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Figura 14. Areas urbanas dos municipios e interior de domicilio de coleta: A — Barra do Pirai;
B —Teresopolis; C — Paracambi; D — Petropolis. Fonte: Débora Martins dos Santos, 2021 (Tese
de doutorado).

3.2. Amostragem

Para determinar o n amostral do estudo foi estipulado uma prevaléncia de 50% para a
selecdo, estabelecendo um grau de confianca de 95% e 6% de precisao (Thrusfield, 2007). O
calculo foi feito a partir da formula:

1,962 x Pesp (1 - pesp)
N= P

As amostras foram coletadas de forma randomizada, esperando-se obter um total de 267
caes, divididos entre os quatro municipios estudados ao longo de 12 meses. O numero final de
amostras coletadas foi 378, tendo sido amostrados 108 cdes no municipio de Barra do Pirai, 90
no municipio de Paracambi, 87 no municipio de Petropolis e 93 no municipio de Teresépolis.
Todos os cées que avaliados eram domiciliados e seus tutores aceitaram participar da pesquisa
voluntariamente, assinando o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo I). Os cdes
foram selecionados ao acaso, sem combinagao prévia e, ao final das coletas, os proprietarios
foram convidados a responder o questionario epidemioldgico (Anexo I1).

O sangue dos cées foi coletado por meio de pungéo venosa e armazenado em tubo contendo
EDTA. As amostras de sangue foram aliquotadas em microtubos com volume de 200uL e
armazenados no freezer a -20 °C.
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3.3. Questionério epidemioldgico

Durante as coletas, foi aplicado um questionario epidemiol6gico semiestruturado, de acordo
com a metodologia empregada por Santos et al. (2013). As variaveis exploradas foram:
municipio de coleta (Barra do Pirai, Paracambi, Petropolis ou Teresopolis), regido de residéncia
(baixada ou serrana), zona (rural ou urbana), estacdo do ano (inverno, outono, primavera ou
verdo), periodo (chuvoso ou seco), temperatura (maior ou menor que 25°C), nimero de animais
na propriedade (um ou mais), presenca de animais domésticos (sim ou ndo), presenca de gatos
(sim ou ndo), presenca de animais silvestres (sim ou ndo), presenca de gamba (sim ou ndo),
presenca de roedor (sim ou ndo), presenca de ouri¢o (Sim ou ndo), assisténcia veterinaria (sim
ou ndo), sexo (macho ou fémea), idade (< 5 ou > 5 anos), presenca de algum tipo de vegetagao
no domicilio (sim ou nédo), acesso a ambientes fora da propriedade (sim ou ndo), presenca de
pulgas (sim ou ndo), uso de ectoparasiticidas (sim ou ndo e qual), se 0 animal tinha abrigo (sim
ou n&o) e se era castrado (sim ou néo).

3.4. Extragédo de DNA

As extragbes foram realizadas no Laboratorio de Sanidade Avicola do Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Para extracdo foi
utilizado o protocolo do kit comercial PureLink Genomic DNA Mini Kit® (Invitrogen —
Thermo Fisher Scientific), conforme as instrugdes do fabricante.

Ap0s a extracdo o DNA foi quantificado no Espectofortdbmetro NanoDrop 2000© (Thermo
Scientific) e as amostras foram padronizadas na concentracdo de 100ng/uL. Para visualizar a
integridade do DNA extraido, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1%.

3.5. Determinacéao do controle positivo e negativo

O controle positivo de D. immitis foi obtido a partir da extracdo de DNA de 25 miligramas
de um parasito adulto cedido pela pesquisadora da ENSP/Fiocruz, Norma Labarthe. A amostra
foi extraida com a utilizacdo do kit comercial PureLink Genomic DNA Mini Kit® (Invitrogen
— Thermo Fisher Scientific), conforme as instrucdes do fabricante.

O controle positivo de A. reconditum foi obtido pelo sangue de um céo infectado com o
parasito, inicialmente diagnosticado pela visualizacdo de microfilaria em microscopia dptica (e
confirmado através da associacdo do diagnétsico molecular e do sequenciamento da amostra
utilizada). A extracdo de DNA foi realizada com o kit comercial PureLink Genomic DNA Mini
Kit® (Invitrogen — Thermo Fisher Scientific), conforme as instru¢des do fabricante. Foi
confirmada a espécie atraves do sequenciamento de DNA por eletroforese capilar, utilizando a
reacdo de Sanger realizado pela Rede de Plataformas Tecnoldgicas Fiocruz. De acordo com 0s
resultados obtidos por meio do sequenciamento a amostra obteve 100% identidade para A.
reconditum de acordo com o Blast/NCBI.

Como controle negativo, foi utilizada dgua ultrapura para PCR, DNases e RNases livres.

3.6. Deteccdo molecular de Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum

Para a deteccdo do DNA dos parasitos nas amostras de sangue, foi realizada a g°PCR em um
sistema TagMan com base no gene que codifica o gene da subunidade 1 do citocromo ¢ oxidase
(cox1), escolhido para a analise das amostras coletadas. O gene cox1 é reconhecido por sua alta
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sensibilidade, com elevado nimero de cdpias em relacdo ao gene nuclear em cada célula, sendo
considerado um barcoding para os nematoides filariais (FERRI et al., 2009).

Os primers utilizados neste estudo foram Fil.COI.749 (-5° CATCCTGAGGTTTAT
GTTATTATTTT -3°) e dg.Fil.COL914 (-5° CWGTATACATATGATGRCCYCA -3°) que
amplificam 166 pares de base (pb) para os membros da familia Onchocercidae. A especificidade
do sistema foi estabelecida pelas sondas TagMan, nomeadas P.imm.COl.777 (6FAM-CGGT
GTTTGGGATTGTTAGTG-MGB) especifica para D. immitis e P.rec.COI866 (VIC-
TGAATTGCTGTACTGGGAACT-MGB) especifica para A. reconditum, de acordo com 0
protocolo adaptado de Laidoudi et al. (2020).

As reacdes de gPCR foram realizadas separadamente para cada uma das espécies. As
amostras foram avaliadas em duplicatas em placas de 96 pocgos. As reacfes de qPCR foram
preparadas com volume final de 12 ulL, contendo: 1X de TagMan™ Universal Master Mix
(Applied Biosystems™), a concentragdo de primer utilizada foi 0,8 uM, a concentra¢do das
sondas 0,25 uM, 0,5 uL de agua e 3 puL de amostra em cada reacdo. As condicOes de
termociclagem foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos para a sonda P.imm.COI.777 e 52°C por 30 segundos para a
sonda P.rec.COI866 e 72°C por 30 segundos, momento em que a fluorescéncia era coletada.
Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram valor de Cq inferior a 40 ciclos.

3.7. Curva padrao e limite de deteccio
3.7.1. Dirofilaria immitis

Para a determinacdo do limite de deteccdo, foi utilizado o DNA do controle positivo, obtido
da amostra extraida a partir de um exemplar de um espécime adulto conforme descrito no item
3.5. Para esta reacdo foi desenhado um primer D. immitis CP-F (-5
CCTGTTTTGGCTGGTTCTTT -3%) e D. immitis CP-R (-5’
CCGAACCCAACGAAGAAATA -3’) com base em sequéncia do gene Cox 1 disponivel no
GenBank. Este DNA foi submetido a uma reacdo de PCR convencional (cPCR) nas seguintes
condicdes: 0 master mix foi preparado com volume final de 25uL, contendo: 1X PCR buffer,
3mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTP, 0,6 uM de cada primer, 1U de Platinum Taq DNA
Polimerase (Thermofisher®, DE, EUA) e 3uL de DNA. As condigdes de termociclagem foram:
95°C por 10 minutos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 54°C por 60 segundos, 72°C por 60
segundos e 72°C por 7 minutos. Apés a reacdo as amostras foram aplicadas em gel de agarose
2%, imerso em tampéao de corrida 1x TAE (Tris Acetate-EDTA) para eletroforese.

A eletroforese foi conduzida em cuba a 100 volts por 45 minutos. Apds a corrida, o gel foi
corado em brometo de etidio e os produtos foram visualizados em transiluminador UV (E-gel
imager System (Applied Biosystems, Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). Apos a
confirmacdo de amplificacdo das amostras foi realizado a purificacdo dos produtos da reacao
de cPCR utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up (Promega) seguindo as
instrucdes do fabricante.

O produto purificado foi quantificado em Espectofortdmetro NanoDrop 2000© (Thermo
Scientific), e a partir desta quantificacdo, foi realizado o calculo para determinacdo de um ponto
inicial com 106 copias de DNA. A equacéo utilizada para determinar o niimero de cdpias de um
fragmento de DNA foi a seguinte; NUmero de copias = [X g/uL DNA/ (tamanho do fragmento
em pares de base x 649)] x 6,022 10%. Partindo do ponto com 10° cdpias foram realizadas
diluicBes seriadas de 1:10 até o ponto com 107! cdpias. Esses pontos foram avaliados na gPCR
em triplicatas, para a realizacdo da curva padrdo, com o objetivo de avaliar a eficiéncia da

21



reacdo. O mix utilizado na reagdo foi 0 mesmo citado no topico 3.6. O limite de detecgdo foi
determinado pelo ponto de diluigdo com menor concentracdo amplificavel. Para a determinacéo
da curva padréo, associou-se 4 pontos de diluicdo com nimero de cOpias na escala logaritmica
aos seus respectivos ciclos de quantificagéo.

3.7.2. Acanthocheilonema reconditum

Para a determinacdo do limite de deteccdo foi utilizado o DNA do controle obtido a partir
do sangue de um cdo positivo. Nesta reagéo foi utilizado o mesmo par de primers descrito no
topico 3.6, porém, pelo método de PCR convencional, nas seguintes condi¢des: as reacdes
foram preparadas com volume final de 25uL, contendo: 1X PCR buffer, 3mM de MgCly, 0,2
UM de dNTP, 0,5 mM de cada primer, 1U de Platinum Taq DNA Polimerase (Thermofisher®,
DE, EUA) e 3uL de DNA. As condig¢des de termociclagem foram: 95°C por 10 minutos, 40
ciclos de 95°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e 72°C por 7
minutos. Apdés a reacdo as amostras foram aplicadas em gel de agarose 1%, imerso em tampé&o
de corrida 1x TAE (Tris Acetate-EDTA) para eletroforese, sendo conduzida conforme descrito
no topico 3.7.1.

O produto purificado foi quantificado, e a partir desta quantificacao, foi realizado o calculo
para determinacdo de um ponto inicial com 10° copias de DNA, conforme descrito
anteriormente. Partindo deste ponto foram realizadas dilui¢6es seriadas de 1:10 até o ponto com
10 copias. Esses pontos foram avaliados na gPCR em triplicatas, para a realizacdo da curva
padrdo, com o objetivo de avaliar a eficiéncia da reacdo. O mix utilizado na reacéo foi 0 mesmo
citado no topico 3.6. O limite de deteccdo foi determinado pelo ponto de diluicdo com menor
concentragdo amplificavel. Para a determinacdo da curva padrdo, associou-se 7 pontos de
diluicdo com numero de cdpias na escala logaritmica aos seus respectivos ciclos de
quantificacéo.

3.8. Analise estatistica

Os dados obtidos no questionario epidemioldgico foram organizados em planilha do
Microsoft Excel e posteriormente importados para o software R versdo 3.6.1. A andlise
estatistica teve por objetivo investigar a possivel relacdo entre os fatores preditores e a
positividade para D. immitis e A. reconditum na analise do DNA extraido do sangue de céo por
gPCR. No primeiro momento as variaveis foram submetidas a analise bivariada, por meio do
teste Qui-quadrado (x2). Cada varidvel foi testada em funcéo da positividade de D. immitis e A,
reconditum admitindo um nivel de significancia de 95% (p-valor > 0,05).

As variaveis obtidas no questionario também foram examinadas para verificar os niveis de
correlacdo aplicando o coeficiente Phi (¢). Os critérios seletivos para a entrada na analise
multivariada foram varidveis que apresentaram valores de ¢ < 0,6 e valor de p < 0,15 no teste
x2. Uma analise combinatoria entre as varidveis foi realizada para encontrar as variaveis que
possuiam alta colinearidade, neste caso aquele que possui maior plausibilidade bioldgica foi
mantida na analise multivariada. Os modelos foram submetidos a regressdo logistica
empregando o pacote “rms” (HARRELL, 2020).

O fator de inflacdo de variancia foi aplicado para confirmar a auséncia de multicolinearidade
em cada modelo preditivo. Os modelos foram validados aplicando o método de reamostragem
bootstrap, realizado com 1000 pseudoréplicas. A calibracdo do modelo foi avaliada
visualmente através de representacdo gréfica das probabilidades previstas versus observadas. O
modelo final foi escolhido de acordo com as curvas de calibragdo e o menor erro absoluto na
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analise bootstrap. O teste de Hosmer e Lemeshow também foi realizado para avaliar o ajuste
geral, considerando o modelo ajustado quando apresentou valores préoximos de 1. Por fim,
foram empregadas analises de curvas Caracteristica de Operacdo do Receptor (“Receiver
Operating Characteristic ROC)” para estimar as areas sob as curvas ROC (AUC, estatistica c)
para avaliar a capacidade geral dos modelos em prever as infecgdes por Acanthocheilonema
reconditum corretamente.

3.9. Anélise espacial

As coordenadas geograficas para o geoprocessamento dos dados deste estudo foram obtidas
com o auxilio do Google Earth, de acordo com 0s enderecos das residéncias onde as amostras
foram coletadas. Os dados foram planilhados e associados a positividade para D. immitis e A.
reconditum com o objetivo de analisar a ocorréncia destes parasitos nos municipios de coleta.
Todos os dados foram tabulados em arquivos com formato CSV. A interpolagao dos dados para
a construcdo dos mapas tematicos e do mapa de Kernel foi realizada no software QGIS versao
3.16.0 (2019).

3.10. Etica em pesquisa

A realizacdo desta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica de Uso Animal da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) sob nimero 3915240616.
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise descritiva e espacial

Do total de 378 amostras analisados foi observada uma prevaléncia de 1,32% (n = 5/378) de
amostras positivas para DNA de D. immitis e 10,58% (n = 40/378) de amostras positivas para
0 DNA de A. reconditum. Destas amostras, 51,58% (n = 195/378) foram coletadas em &reas
urbanas e 48,41% (n = 183/378) foram coletadas em é&reas rurais. A reacdo utilizada para
deteccdo do DNA de D. immitis apresentou eficiéncia de 104% e R? 0,996 (Figura 15), e a
reacdo de A. reconditum apresentou eficiéncia 94% e R? 0,992 (Figura 16).

Standard Curve

Cr
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Figura 15. Curva padrdo da reacdo de qPCR para deteccdo de Dirofilaria immitis a partir de
diluicbes decimais seriadas de amplicons de PCR purificados. Fonte: Arquivo pessoal
elaborado no software StepOnePlus.
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Figura 16. Curva padrdo da reacdo de gPCR para deteccdo de Acanthocheilonema reconditum
construida a partir de diluicbes decimais seriadas de amplicons de PCR purificados. Fonte:
Arquivo pessoal elaborado no software StepOnePlus.

Do total de amostras, 28,5% (n = 108/378) foram coletadas no municipio de Barra do Pirai.
Foi observada uma frequéncia de 7,4% (n = 8/108) de amostras positivas para A. reconditum
em Barra do Pirai. Neste municipio ndo foram encontradas amostras positivas para D. immitis.
No municipio de Paracambi foi observada uma frequéncia de 16,7% (n = 15/90) de
amostras positivas para A. reconditum e de 3,3% (n = 3/90) de amostras positivas para D.
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immitis. Na zona rural deste municipio foi observada uma frequéncia de 23,25% (n = 10/43) de
caes positivos para A. reconditum e 4,65% (n = 2/43) de cdes positivos para D. immitis. Na zona
urbana foi observada uma frequéncia 22,7% (n = 5/47) cdes positivos para A. reconditum e
2,12% (n = 1/47) de positivos para D. immitis. Neste municipio foi observado um caso de co-
positividade (Figura 17), em que o cdo do bairro Km9 pertencente a zona rural, foi positivo na
gPCR para as duas espécies.
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Figura 17. Mapa do municipio de Paracambi evidenciando um ponto de coleta em que foi
encontrado um cao co-positivo para Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum.
Fonte: Arquivo pessoal elaborado no software QGIS.

Em Petrépolis foi observado uma frequéncia de 5,7% (n = 5/87) de amostras positivas para
A. reconditum e 1,1% (n = 1/87) de amostras positivas para D. immitis. Na zona rural foi
encontrada uma frequéncia de 2,94% (n = 1/34) amostras positivas para D. immitis e nenhuma
amostra positiva para A. reconditum. Na zona urbana nédo foi encontrada amostra positiva para
D. immitis e a frequéncia de amostras positivas para A. reconditum foi de 9,43% (n = 5/53).

Por fim, no municipio de Teresopolis foi observado uma frequéncia de 12,9% (n = 12/93)
de amostras positivas para A. reconditum e 1,1% (n = 1/93) de amostras positivas para D.
immitis. Uma frequéncia de 16,32% (n = 8/49) amostras positivas para A. reconditum foi
observada na zona rural, ndo sendo observadas amostras positivas para D. immitis. Na zona
urbana foi observada uma frequéncia de 8,16% (n = 4/49) amostras positivas para A. reconditum
e 2,04% (n = 1/49) amostras positivas para D. immitis.

A distribuicdo geoespacial de amostras positivas em relacdo as areas de estudo pode ser
observada nos mapas de calor (Figuras 18 e 19), em que a distribuicdo dos casos positivos é
observada por area de concentracdo. Os pontos mais quentes dos mapas foram observados na
cidade de Paracambi, com uma concentracdo de 3 amostras positivas para D. immitis das 5
encontradas neste estudo e 15 amostras positivas para A. reconditum das 40 encontradas neste
estudo. E importante destacar também a positividade de amostras oriundas de Teresépolis, onde
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foram encontradas presenga de DNA de A. reconditum em 12 amostras das 40 positivas para
presenca de DNA deste patgeno.
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Figura 18. Mapa de densidade Kernel demonstrando a 'distribui(;éo de cées positivos na
deteccdo do gene Cox1 por gPCR de Dirofilaria immitis. Fonte: Arquivo pessoal elaborado no
software QGIS.
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Figura 19. Mapa de densidade Kernel demonstrando a distribuicdo de cdes positivos na
deteccdo do gene Cox1 de Acanthocheilonema reconditum nos municipios de Paracambi, Barra
do Pirai, Petropolis e Teresopolis-RJ. Fonte: Arquivo pessoal elaborado no software QGIS.
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4.2. Andlise estatistica

Devido ao baixo nimero de amostras positivas para D. immitis as analises estatisticas deste
trabalho foram realizadas apenas para os achados positivos para A. reconditum.

Em relacdo a anélise bivariada, foi observado uma correlagéo significativa entre a presenca
de animais silvestres e a positividade das amostras avaliadas no estudo (p-valor = 0,03; Razéo
de prevaléncia = 4,34; IC = 1,07-38,13) demonstrando que um c&o que vive em propriedades
em contato com animais silvestres apresenta aproximadamente quatro vezes mais chances de
se infectar com A. reconditum. Entre a variavel sexo e a positividade das amostras também foi
observada correlacdo significativa (p-valor = 0,005; Razdo de prevaléncia = 2,72; IC = 1,27-
6,25) em que os animais do sexo masculino apresentam maior predisposi¢do a infeccao.

A variavel presenca de vegetacdo no peridomicilio apresentou uma associacao significativa
com a positividade das amostras para A. reconditum (p-valor = 0,03; Raz&o de prevaléncia =
2,51; IC = 1,00-7,55) demonstrando que, ambientes com mais vegetacdo aumentam as chances
de os cées serem infectados, uma vez que os vetores do parasito encontram condicdes
favoraveis de desenvolvimento nesses ambientes. O acesso ao pasto foi uma variavel associada
com a presenca de cées positivos para A. reconditum (p-valor = 0,03; Razdo de prevaléncia =
2,00; IC =0,98-4,11), podendo estar relacionada a presenca dos vetores.

A ndo utilizacdo de produtos ectoparasiticidas apresentou uma associacdo significativa
com a positividade dos cées na qPCR para A. reconditum neste estudo (p-valor = 1,11-0,05;
Razéo de prevaléncia = 4,34; IC = 2,07-9,55).

As demais andlises ndo apresentaram correlacdo significativa e podem ser observadas na
tabela 1.

Tabela 1. Andlise bivariada de fatores intrinsecos e extrinsecos relacionados a positividade das
amostras para 0 DNA de Acanthocheilonema reconditum nos municipios de Petropolis,
Teresopolis, Paracambi e Barra do Pirai no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Variaveis do N (%) de Analise
questionario animais Bivariada
total 1 ositivos
p- valor X? Razao de IC 95%
prevaléncia
Regido
Baixada
201 11,44 0,56 0,33 1,21 0,59 - 2,51
Serrana
177 9,60
Periodo
Seco 215 12,09 0,27 1,20 0,68 0,31-1,41
Chuvoso 163 8,58
Zona
Rural 183 12,56 0,22 1,47 0,66 0,32-1,35
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Urbana 195 8,71
Temperatura
<25°C 157 12,73 0,25 1,32 0,68 0,33-1,39
>25°C 221 9,04
Numero de caes
1 153 10,45 0,94 0,004 1,02 0,49-2,14
>1 225 10,66
Outros animais
domésticos
217 12,44 0,17 1,86 1,61 0,77-3,53
Sim
161 8,07
Nao
Presenca de Gatos
Sim 172 13,37 0,10 2,59 1,71 0,84-3,55
Nao 206 8,25
Presenca de
animais silvestres
Sim 313 12,14 0,03 4,67 4,34 1,07-38,13
Nao 65 3,07
Presenca de
gamba
Sim 251 11,95 0,22 1,48 1,58 0,72-3,76
Nio 127 7,87
Presenca de
roedor
Sim 202 10,89 0,83 0,04 1,07 0,52-2,20
Nao 176 10,22
Presenca de ourico
Sim 87 8,04 0,38 0,76 0,68 0,24-1,65
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Nao 291 11,34
Assisténcia
veterinaria
Sim 182 8,79 0,27 1,18 1,44 0,70-3,02
Nio 196 12,24
Sexo
Fémea 183 6,01 0,005 7,83 2,72 1,27-6,25
Macho 195 14,87
Idade
<5 anos 234 9,82 0,54 0,36 0,81 0,39-1,69
> 5 anos 144 11,80
Presenca de
vegetacio na casa
Sim 268 12,68 0,03 4,31 2,51 1,00-7,55
Nao 110 5,45
Acesso a ambiente
urbano
Sim 219 7,30 0,77 0,07 0,90 0,43-1,85
Nao 159 15,09
Acesso a pasto
Sim 237 8,86 0,03 4,41 2,00 0,98-4,11
Nao 141 13,47
Acesso a corrego
Sim 249 6,82 0,23 1,39 1,48 0,71-3,04
Nao 129 17,82
Acesso a mata
Sim 211 9,95 0,26 1,25 1,45 0,71-2,97
Nao 167 11,37
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Presenca de pulga

Sim 118 11,01 0,85 0,03 1,06 0,48-2,24
Nao 260 10,38
Uso de
ectoparasiticida
Sim 244 5,78 0,05 19,29 4,34 2,07-9,55
Nao 134 19,40
Saude
Boa 276 11,59 0,29 1,10 0,64 0,24-1,50
Ruim 102 7,84
Limpeza
Ruim 124 14,51 0,08 3,01 1,78 0,86-3,65
Boa 254 8,66
Raca
Puro 252 13,09 0,02 5,04 2,55 1,06-7,05
Misto 126 5,55
Pelo
Curto 215 12,09 0,27 1,20 0,68 0,31-1,41
Longo 163 8,58
Abrigo
Sim 225 9,33 0,33 0,91 1,37 0,67-2,80
Nao 153 12,41
Castrado
Sim 93 8,60 0,47 0,51 1,34 0,57-3,50
Nao 285 11,22

Previamente a analise multivariada, foi realizado o teste de correlagdo de Phi (¢), validando
todas as variaveis a serem integradas no modelo de regressdo logistica, considerando as
variaveis que apresentaram valores de ¢ < 0,6. De acordo com a analise de regresséo logistica,
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o modelo final (total = 18) exibiu resultado satisfatorio de calibracéo, apresentando os menores
valores de erro médio absoluto. Neste modelo as variaveis consideradas foram sexo, onde ha
uma maior incidéncia de animais positivos quando o sexo é masculino, presenca de vegetacdo
na casa, presenca de animais silvestres e uso de ectoparasiticidas, onde foi observado que o ndo
uso esta relacionado a positividade encontrada neste trabalho. O modelo “sexo masculino +
presenca de vegetacdo na casa + presenca de animais silvestres + ndo uso de ectoparasiticida”
(tabela 2) apresenta area sob a curva (AUC) de 0,75 (IC = 95%: 0,68-0,82), sugerindo um valor
explicativo moderado. Esta andlise é realizada para medir e especificar problemas no
desempenho de diagnosticos, pois através do grafico podemos analisar as variacBes de
sensibilidade e especificidade do modelo (Figura 20).

As variadveis incluidas no modelo escolhido que mostrou valores significativos de
associagcdo com a positividade para A. reconditum foram: sexo (p-valor = 0,007) e a auséncia
de ectoparasiticida (p-valor = 0,0002). As variaveis vegetacdo e animais silvestres ndo foram
significativas neste modelo.

Tabela 2. Modelo de regressdo logistica dos fatores associados a positividade das amostras
para Acanthocheilonema reconditum nos municipios do estado do Rio de Janeiro, Brasil.

C(p) E.P. Wald Z p-valor

Sexo 1.02 0.38 2.68 0.0074
Vegetacao 0.49 0.48 1.02 0.30
Silvestre 1.22 0.76 1.61 0.10

Ectoparasiticida 1.38 0.36 3.78 0.0002
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Figura 20. Representacdo grafica do Receptor Operacional de Analises de curvas

caracteristicas (Receiver Operating Characteristic - ROC). Fonte: arquivo pessoal elaborado no
software R verséo 3.6.1.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo detectou 0 DNA de espécies de microfilarias em sangue de cédes
domiciliados no estado do Rio de Janeiro e identificou uma prevaléncia de 1,32% para D.
immits e 10,58% para A. reconditum nos municipios estudados. Segundo a literatura, a
prevaléncia de D. immits nas Américas pode apresentar grandes variagdes de um local para
outro, apresentando prevaléncias menores que 8,4% em paises mais frios e podendo chegar a
40% em focos altamente endémicos (LEE et al., 2010). A prevaléncia dessa enfermidade no
Brasil apresenta grandes variacdes, desde nimeros proximos de zero (DAGNONE et al., 2012;
LABARTHE et al., 2003) até registros de 21% e 34% de animais positivos, principalmente no
estado do Rio de Janeiro (LABARTHE et al., 1997). Essa variacdo apresenta correlacdo direta
com a adaptacdo e abundancia dos vetores a determinadas regides. Os culicideos apresentam
melhores condicdes de desenvolvimento em areas tropicais, quentes e imidas, mas, quando sdo
submetidos a condicdes de frio e baixa umidade acabam se proliferando em menor quantidade,
desacelerando a taxa de transmissdo de diversos patdgenos, incluindo os causadores da
dirofilariose (SIMON et al., 2007). Quando comparamos o clima de alguns paises que
apresentam uma ampla diferenca climatica, é possivel observar uma variacao direta nas taxas
de prevaléncia da dirofilariose, como € o caso do Canadé, que € considerado um pais de clima
frio e suas taxas de prevaléncia para a doenca sdo de 0,16%, diferente da Espanha que apresenta
estacOes do ano bem definidas, favorecendo a proliferacdo dos vetores em periodos mais
guentes, com taxas de prevaléncia da doenca que podem chegar a 58% (KLOTINS et al., 2000).

O Rio de Janeiro esta localizado em uma area de clima tropical e, dessa forma, a
prevaléncia para D. immits, observada no presente estudo, foi considerada baixa, se
considerarmos a regido. No entanto, € importante destacar que um dos principais diagndsticos
utilizados em clinicas sdo os esfregacos sanguineos e, dependendo da habilidade do observador,
as microfilarias de D. immits podem ser confundidas com as de A. reconditum (LITTE et al.,
2018). Deve-se manter em mente que este parasito depende de um ciclo complexo, estando
susceptivel a fatores diferentes. Por isso pode-se encontrar focos de alta prevaléncia vizinhos
de locais com prevaléncia baixa. E importante destacar também que a movimentacdo dos ces,
principalmente em relacdo a viagens para areas litoraneas, as alteracbes no ambiente,
urbanizacéo, controle dos vetores podem proporcionar uma mudanca no local onde ha o foco
da doenca, fazendo com que um local onde foi realizado um estudo em um determinado tempo
ndo apresente a mesma realidade anos depois (ALMOSNY, 2002).

A utilizacdo de técnicas moleculares para a deteccao e identificacdo do DNA de espécies
de microfilarias apresentam alta especificidade para o diagndstico dos animais. Diversos
estudos moleculares tém se baseado no gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1
(coxl) e no genel2S rDNA para a deteccdo de microfilarias, principalmente de D. immitis
(FERRI et al., 2009). Estudos moleculares podem permitir a diferenciacdo de espécies de
nematoides, analise da circulacdo do parasito e investigar se 0s casos podem ser autdctones (DE
ANDRADE VIEIRA et al., 2022). Nosso estudo prop6s diferenciar as espécies D. immitis e A.
reconditum em sangue de cdes em diferentes altitudes, trazendo aspectos epidemiolégicos da
infeccdo por A. reconditum. A identificacdo e diferenciacdo das espécies foi realizada através
da gPCR espécie-especifica com alvo no gene mitocondrial (cox1), sendo observadas
eficiéncias de 104% na qPCR para deteccdo do DNA de D. immitis e de 94% para deteccdo do
DNA de A. reconditum, demonstrando que a reacdo traz resultados fidedignos em comparacéo
a outras técnicas que podem identificar microfilarias. E importante ressaltar que a maioria dos
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estudos realizados no Brasil baseiam-se apenas em diagndsticos microscopio ou imunolégico
(LABARTHE et al., 2014).

Trabalhos mais recentes, como o de Negron et al. (2022) trazem comparacdes de técnicas
comumente utilizadas na clinica como o teste de Knott modificado e testes de deteccdo de
antigenos antes e depois de tratamento térmico em comparacdo as ferramentas moleculares
espécie-especifica. Estes autores destacam a importancia da utilizacdo da qPCR com sonda
especifica para o verme do coracdo, demonstrando que com o uso desse método, é possivel
eliminar a necessidade de andlises adicionais para uma correcéo de identificacdes inequivocas
de espécies de microfilaria, uma vez que a especificidade da sonda identifica corretamente as
espécies ja que age em conjunto com os primers, anelando a um alvo especifico dentro do DNA
que esta sendo utilizado, diferente da analise realizada na técnica de Knott modificado. Nosso
trabalho conseguiu demonstrar essa especificidade, das 378 amostras de DNA de céo
analisadas, 5 foram positivas para D. immitis e 40 foram positivas para A. reconditum, tendo
dentre elas uma amostra co-positiva, o que nos faz perceber que o diagnéstico molecular é capaz
de diferenciar as espécies e auxiliar na conduta que o médico veterinario podera seguir na
clinica.

Com relagdo aos dados epidemiologicos foi identificada uma prevaléncia de 10,58% de
animais positivos para A. reconditum, sendo o local com a maior frequéncia o0 municipio de
Paracambi, 16,7%. Infecgdes por esta microfilaria ndo sdo comumente descritas na literatura,
pois ela ndo causa danos significativos ao animal se comparada a infec¢do por D. immitis.
Porém é importante destacar que o diagnostico diferencial destas microfilarias pode evitar que
0s animais sejam submetidos a tratamentos prolongados e que podem causar efeitos colaterais
exacerbados, uma vez que o diagnostico mais comum ¢é atraves de observacfes em laminas de
esfregaco sanguineo em microscopia Optica, 0 que pode causar conflitos, a depender da
experiéncia do observador, levando a um diagnostico errdneo como ja falado anteriormente.

Neste trabalho foi observada uma significancia na variavel uso de ectoparasiticida (p-valor
= 0,05), onde os animais que apresentaram maior positividade para o parasito A. reconditum
estdo no grupo de animais que nao recebiam nenhum tipo de tratamento, demonstrando que
aqueles cujos tutores realizavam medidas preventivas para ectoparasitos apresentaram uma
menor taxa de positividade. Labarthe et al. (2014) fizeram observacdes com relacdo ao aumento
do uso de medicamentos quimioprofilaticos, ivermectina e tetraciclina relacionados a
diminuicao de animais positivos para dirofilariose. Neste estudo ainda relataram que o aumento
da preocupacao em controlar outras doencas, como a erliquiose, e por estes farmacos afetarem
o endossimbionte de D. immitis, Wolbachia sp., explicaria a diminuicdo de animais positivos
para dirofilariose, uma vez que estaria afetando a sobrevivéncia e reproducao dos helmintos.
Como estudos sobre A. reconditum sdo escassos, € este parasito pertence a mesma familia que
D. immitis, podemos inferir que o tratamento dos animais pode ser sim um fator de prevencéo
a infeccdo por A. reconditum ainda que o parasito em questdo ndo seja 0 motivo pelo qual os
tutores estdo realizando estas medidas de prevencdo. A utilizacdo de coleiras repelentes
preventivas para leishmaniose, por exemplo, também pode auxiliar na prevencéo, fazendo com
gue mosquitos, pulgas e carrapatos ndo cheguem préximo e ou permanegam nestes animais.

A ocupacdo humana, levando a modificacdo ou até mesmo a perda do habitat natural dos
animais silvestres pode favorecer a propagacdo de doencas entre 0s animais silvestres,
domésticos e até mesmo nos seres humanos (ARTOIS et al., 2001). Estudos para determinar a
prevaléncia do parasito e 0 contato com o patdgeno, tanto em animais silvestres quando
domésticos, que compartilham habitats, sdo de grande importancia para minimizar possiveis
efeitos da ocorréncia da doenga com relagdo a conservacdo da fauna (DEEM; EMMONS,
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2005). A prevaléncia de A. reconditum em cdes nas regides estudadas sugere uma relagéo
significativa com fatores ambientais e ecoldgicos. Um dos aspectos identificados foi a presenca
de animais silvestres no peridomicilio, que parece estar correlacionada com a maior ocorréncia
de animais infectados por A. recontidum. Essa relagdo pode ser explicada por fatores como
animais silvestres podendo ser reservatdrio natural deste patégeno, a presenca de vetores, como
as pulgas, além da presenca de vegetagdo, que pode criar microambientes especificos para a
sobrevivéncia dos vetores de A. reconditum. Compreender os fatores ecoldgicos e
comportamentais que facilitam a transmissdo deste parasito pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de prevencdo e controle, protegendo nao somente a populacao
de animais como das comunidades humanas.

VariacGes na escala espacial, caracteristicas da paisagem, composicdo e riqueza de
parasitos em populagdes de hospedeiros podem moldar suas relagdes com parasitos ao longo
de diferentes ambientes (GONZALES et al., 2006; CARDOSO et al., 2020). Um estudo
realizado por Graciano e colaboradores em 2022, demonstrou que espécies de helmintos estdo
ligadas a ocorréncia de seus hospedeiros tanto na mata quando no peridomicilio. Nas amostras
analisadas em nosso estudo observamos uma correlacdo significativa entre a presenca do DNA
de A. reconditum em cées com a vegetacdo no peridomicilio, sendo esse achado mais uma
demonstragdo de que os fatores ambientais podem desempenhar um papel crucial na
epidemiologia da infeccdo causada por esse parasito. Para melhores e maiores esclarecimentos
sobre a importancia desses fatores, presenca de animais silvestres e de vegetacdo no
peridomicilio, é necessario a realizagédo de estudos mais detalhados da densidade de vetores em
diferentes vegetacOes, variaveis climaticas especificas que também podem influenciar na
densidade dos vetores, além de como 0 manejo das vegetagcdes também podem influenciar no
controle de vetores, auxiliando em praticas de politicas de saude publica.

Estudos a respeito do parasito A. reconditum sao escassos ao passo que trabalhos sobre D.
immitis acontecem com maior frequéncia. Em um trabalho realizado em Portugal, foi verificado
que a prevaléncia de dirofilariose canina estava associada ao género do animal e a pelagem,
verificando que o nimero de animais do género masculino foi 2,3 mais vezes infectado pelo
parasito do que as fémeas. Nosso estudo também traz essa realidade para as localidades
estudadas, mostrando que o numero de animais machos com a presenca do DNA do parasito
foi maior do que o numero de fémeas.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, a regido estudada apresenta um ndmero maior de animais com a presenca
do DNA de A. reconditum em comparagdo a0 DNA de D. immtis. Este achado ressalta a
importancia de considerar multiplas espécies de microfilarias em estudos epidemioldgicos,
especialmente em é&reas tropicais onde as condi¢bes ambientais podem influenciar na
distribuicdo dos vetores e, consequentemente, na prevaléncia das infecgdes. E crucial alertar
para a necessidade de um diagnostico diferencial preciso, permitindo que médicos veterinarios
adotem uma conduta assertiva ao detectarem a presenca de microfilarias no sangue de cées por
meio de métodos parasitoldgicos classicos. Tal abordagem é essencial para promover uma
melhor conduta terapéutica, o que impacta diretamente a qualidade de vida dos pacientes
caninos.

Os achados epidemioldgicos também enfatizam a importancia da realizacdo de
tratamento preventivos contra ectoparasitos, dado que a maior prevaléncia do DNA de A.
reconditum foi observada em animais que ndo receberam nenhum tipo de tratamento. O modelo
epidemioldgico mais eficaz para predizer infecgdes naturais por A. reconditum inclui as
variaveis: sexo masculino, presenca de vegetacdo e animais silvestres no peridomicilio, e
auséncia de tratamentos para ectoparasitos. Esses achados destacam a necessidade de considerar
tantos fatores intrinsecos quando extrinsecos na avaliagé@o do risco de infeccao por microfilarias
em cées.

A compreensdo da epidemiologia das infec¢es por microfilarias é fundamental para
orientar politicas de controle e prevencao, alem de melhorar os protocolos de diagndstico e
tratamento em clinicas veterinarias. Adicionalmente, a identificacdo de fatores associados a
infeccdo pode auxiliar na implementacdo de medidas preventivas eficazes, visando reduzir a
prevaléncia dessas infec¢fes tanto em cdes quanto em humanos, considerando o potencial
zoonotico de algumas espécies.
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ANEXOS

ANEXO | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, CPF/RG:
endereco: )
telefone: recebi explicacdes sobre o projeto do curso de P6s-Graduacao

em Ciéncias Veterinarias da UFRRJ, visando estudos epidemiomoleculares de hemoparasitos em caes,
autorizo a coleta de material biolégico em meus cées, estando ciente que minha identidade sera
preservada, que nao havera danos nos animais decorrentes da coleta do material e auséncia de custos na
realizagdo dos exames.

Em__ / [

Assinatura:

44



ANEXO I1 - Questionario epidemiolégico aplicado aos proprietarios de caes domiciliados.

Ficha de Propriedade e Proprietario

Data: / / Propriedade N° Zona: () Rural () Urbana
Localidade: Altitude:

Coord. Geograf.:
Proprietario:
Endereco:
Pt de referéncia:
Temperatura ambiente:
Tel:

e-mail:

1) Tipo de residéncia: () pau a pique () alvenaria () madeira () outros:
2) Ha parasitismo por carrapatos em pessoas: () sim () ndo () ja ocorreu
3) Tipo de vegetacdo predominante:
4) Quantos cées possui em casa?

5) Pratica alguma acéo para controle de carrapato? sim () ndo () Qual?
6) Leva o cdo ao veterinario? sim () ndo () Qual a 7)Periodicidade?
8) Presenca de outras espécies domésticas:

() gatos

() bovinos

() equinos

() outros: Quais?..................

9) Presenca de animais silvestres:

() gamba

() roedores

() outros: Quais?

10) Proprietario informado sobre os riscos das doencas Transmitidas por Carrapatos?

11) O proprietario conhece alguma doenca transmitida por  carrapatos?

Qual?

12) Nunca ouviu falar () Ja ouviu falar () Sabe da relagdo com o cdo () Sabe da relacdo com o carrapato

0

13) Conhece algum sintoma () sim ( ) nao. Se  sim,

14) Proprietario informado sobre os riscos dos carrapatos? () sim () ndo
Conhece 0 nome do vetor ()

Conhece a forma de transmisséo ()

15) Conhece algum caso na localidade de “doenga do carrapato” em humanos?
() sim () ndo

Condicdo  econbmica  (observacional): () baixa ( ) média ( )
16) Escolaridade:

qual?

alta
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() Nunca frequentou a escola primaria
() 1° grau incompleto

() 1° grau completo

() 2° grau incompleto

() 2° grau completo

() superior

17) Que produtos de limpeza utiliza no ambiente?

18) Utiliza produtos inseticidas no ambiente? () sim () ndo

19) Quais? Intervalos?

20) Utiliza mat. fisicos de limpeza no ambiente (Ex: Vassoura de fogo)?
()sim () néo

21) Quais? Intervalos?

Outras obs relevantes:

FICHA INDIVIDUAL ANIMAL N°

Data: / /  Propriedade N° Zona: () Rur () Urb Localidade:
Proprietario:

Nome do animal: Sexo: () Macho ( ) Fémea Raca:
Cor: Idade: Peso estimado:

1)Animal Castrado? () Sim () Nao

2)Animal nascido na propriedade? () sim () ndo Se ndo, de onde veio o0 animal?
3)Ha gt tempo estd com o animal?

4) Historico de carrapatos antes: () sim () nao

5)Historico de carrapatos na vizinhanga: () sim (') ndo

6)Pélo: () curto () médio () longo

7)Escore: ()caquético ()magro ( )normal ( )obeso

8)Comportamento: () triste () ativo/normal () agitado

9)Idade: () <6 meses () 6 mesesa 2 anos ()2 a5anos()5al0anos ()> 10 anos
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10)Histdrico de epistaxe, rinorragia, gengivorragia: () sim () nao

Apresenta algum sintoma
Qual?

atualmente?

11)Animal vive dentro da residéncia: () sim () ndo () as vezes
12)Locais de acesso do animal: () pastagens () corregos () matas ( ) ambiente urbano
13)Contato direto com outras sp animais: () sim () ndo Quais?

Historico de patologias anteriores:

14)Animal teve “doenca do carrapato” ? () sim ( ) ndo qual?

15)Como diagnosticou? () clinicamente () laboratorialmente () outras
16)Foi tratado? () sim () ndo

17) Lembra do tratamento? se sim, qual?

18)Fez uso de algum medicamento recente? Qual?
19)Tipo de alimentagdo: () comida () racdo () ambos
Marca da racao

20)Tipo de comidas e petiscos que

come:

21)Possui 4gua e comida a disposi¢do o tempo todo? () sim () ndo

Se ndo, come quantas vezes ao dia:

22)Vermifugacdo: () sim () ndo Ha gto tempo?

23)Qual produto?

24)Critério para escolha: () indicacdo () balconista () veterinario () propaganda
25)Possui ectoparasitos? () sim () ndo

26)Quiais e quantidade? (+)

()pulgas_____

(piolhos___
() sarnas

() carrapatos Fases: espécies:

27)Faz tratamento? () sim () ndo Qual produto?
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28)Se ndo trata, qual motivo?

29)Critério para escolha do produto:
() indicacéo

() balconista

() veterinario

() propaganda

30)Habito do animal?

() sempre preso

() preso de dia e solto a noite

() solto

() outros

31)Apresenta abrigo? () sim () ndo Tipo:

32)Tipo de ambiente do animal:

() cimentado

() de terra

() gramado

() outros

33)Freq de recolhimento e limpeza das fezes:
() diariamente () 2 a 3 x por sem

()1 x por semana

Exame fisico:

Temperatura: Pulso: FR: FC: TPC: Turgor: Linfonodos:

Mucosa ocular: () hipocorada () normocorada () ictérica () congesta
Mucosa oral: () hipocorada ( ) normocorada () ictérica () congesta

Outras alteragOes sanitarias atuais:

Secrecdo ocular:

Distarbios atuais de coagulacéo na pele: () petéquias () equimoses (') outros:

Observacoes sobre a salde do animal ao exame fisico:
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Dermatopatias? () sim () ndo
Sinais de otite? () sim () ndo

Outros tipos de lesdes:

() néo faz
Tem assisténcia Veterinaria? () sim () ndo
Frequéncia? () a cada 6 meses () 1 x por ano () s6 qd fica doente

Animal é vacinado? (') sim () ndo Quais vacinas?

Banho: (') semanal () quinzenal () mensal () outros

Usa produtos parasiticidas? () sim () ndo Quais?

Outras obs relevantes:

Condicao de limpeza do ambiente do animal:

() ruim () moderada () satisfatorio
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