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DIROFILARIOSE CANINA

RESuUMO

A dirofilariose € uma parasitose causada por nematodes do género Dirofilaria,
transmitidos por vetores culicideos. As espécies mais importantes sao D. immitis e
D. repens, responsaveis pela dirofilariose cardiopulmonar e subcutanea,
respetivamente, afetando canideos e felideos. Possuem potencial zoondtico,
provocando a dirofilariose humana pulmonar (D. immitis) e subcutanea/ocular (D.
repens). Estes parasitas sdo hospedeiros da bactéria simbibtica, Wolbachia,
importante na biologia das filarias, infeg&do e tratamento.

A distribuicao da dirofilariose € cosmopolita, embora ocorra com maior frequéncia
em climas tropicais e temperados, sendo a transmissdo altamente suscetivel as
alteracoes climaticas.

Registaram-se quinze casos em Samora Correia, entre novembro e margo, de
canideos infetados com D. immitis. Foi possivel observar as relagées entre a infecao
e os fatores de risco que cada animal apresentava, verificando-se que canideos do
sexo masculino, com pelagem curta, idade superior a dois anos € que permanecem

grande parte do dia no exterior eram os mais afetados.

Palavras-chave: canideos, vetores, dirofilariose, D. immitis, D. repens.



CANINE DIROFILARIASIS

ABSTRACT

Dirofilariasis is a parasitosis caused by the nematodes of the genus Dirofilaria
transmitted by culicid vectors. The most important species are D. immitis and D.
repens, producing cardiopulmonary and subcutaneous dirofilariasis, respectively,
both affecting dogs and cats. They have a zoonotic potential, being responsible for
human pulmonary (D. immitis) and subcutaneous/ocular (D. repens) dirofilariasis.
These parasites are hosts to a symbiotic bacteria, Wolbachia, crucial for the filarial
biology, infection and treatment.

The distribution of dirofilariasis is cosmopolitan, occurring more frequently in tropical
and temperate climates and its transmission is highly susceptible to climate changes.
Between November and March, fifteen cases of dogs infected with D. immitis were
registered in Samora Correia. It was possible to verify the relation between the
infection and the risk factors and it was found that males, with short coat, more than

two years old and remaining outdoors most of the time were the most affected.

Key-words: dogs, vectors, dirofilariasis, D. immitis, D. repens.
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CAPiITULO | -INTRODUCAO

O sexto ano do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria tem como objectivo
principal conceder ao estagiario a possibilidade de colocar em préatica e em situacoes reais
saberes tedricos adquiridos ao longo do curso, aperfeicoando técnicas e consolidando
conhecimentos, ao mesmo tempo que se vao explorando novas areas. Para isso, 0 aluno
deve definir trés dominios de estagio: dois acessorios, de curta duragéo e um fundamental,
de longa duragdo. O dominio fundamental equivale a area da Medicina Veterinaria de maior
interesse para o estagiario, no ambito da qual este possui pretensdes de trabalhar no futuro.

O estagio curricular de dominio fundamental foi desenvolvido na area de clinica de
animais de companhia, sendo aquele a base para a elaboragdo do presente relatério. O
predominio do interesse pela clinica de animais de companhia surgiu nos primeiros anos de
curso, intensificando-se com a frequéncia das cadeiras das areas de semiologia, cirurgia,
patologia e clinica. Dai que, chegada a altura de definir estagios, a decisao de desenvolver o
dominio fundamental em clinica de animais de companhia era 6bvia.

A estagiaria desenvolveu actividades na area supracitada
durante cinco meses — de Novembro a Margo - na clinica veterinaria

Vetsam (figura 1), localizada em Samora Correia, sob a orientagdo do

Dr. Frederico Alves Inacio. Esta clinica, cuja actividade teve inicio no
ano de 1999, conta com servicos de medicina preventiva, medicina
interna, cirurgia, internamento, andlises clinicas, radiografia,
ecografia, electrocardiografia, ndo sé abrangendo cées e gatos como também os chamados
novos animais de companhia ou animais exéticos. Aqui, surgiram diversos casos
interessantes de dirofilariose em caes, ou ndo fosse esta regido do Ribatejo a regido de
Portugal Continental onde a prevaléncia da infecgdo é maior, rondando os 16,7% segundo o
unico estudo publicado (Araujo, 1996). Estes factos, a adicionar ao ja antigo interesse pela
area da patologia cardiaca, tornaram l6gica a escolha do tema da dirofilariose canina.

O objectivo do presente trabalho centra-se na exploragdo do tema da dirofilariose,
através da consulta dos ultimos estudos e artigos publicados nos ultimos anos, com vista a
fazer uma abordagem o mais actual possivel desta parasitose tdo importante no cao.
Finalmente, pretende-se ainda, com base na pesquisa e revisao bibliogréafica feitas, analisar

brevemente os varios casos de dirofilariose a que se assistiram durante o estagio.



CAPITULO Il - CASUISTICA

O estagio no qual se baseia o presente relatério desenvolveu-se num horario
semanal das dez e meia da manha as oito da noite e, durante o fim-de-semana, das dez da
manha a uma da tarde, sendo que fora deste horario a estagiaria pdde ainda intervir nas
urgéncias mais relevantes. Antes da abertura da clinica, procedia-se ao tratamento dos
internados. Todos os dias a estagiaria teve oportunidade de usufruir de uma casuistica rica
e variada, tendo-lhe sido permitido participar em cada caso clinico, ajudando o médico
veterinario, discutindo diagnésticos diferenciais e intervindo activamente no exame clinico,

diagndstico e terapéutica sempre que possivel.

1. Medicina Preventiva

Uma das componentes mais fortes deste estagio foi representada pela medicina
preventiva, em que a estagiaria péde aplicar protocolos vacinais e efectuar desparasitacoes
nas varias espécies de animais de companhia, incluindo ndo s6 caes e gatos, como também
coelhos. No total, contam-se 918 procedimentos na éarea da profilaxia médica
correspondentes a aplicacdes de vacinas (nao foram contabilizadas as desparasitacoes).

Os protocolos adoptados para gatos contemplam uma primeira vacinacao contra o
calicivirus, o virus da rinotraqueite infecciosa e o virus da panleucopénia (Feligen CRP®),
que deve ser administrada a gatos a partir dos dois meses, sendo administrado um reforgo
um més depois. Nos casos em que 0s animais sdo negativos ao virus da leucose felina
(FeLV) mas encontram-se em contacto com animais cujo estado sanitario € desconhecido
ou duvidoso, é recomendada ainda a vacinagao contra este virus (Leucogen®), em gatos a
partir dos trés meses de idade, sendo também feito um reforco um més depois.
Posteriormente, os gatos devem ser vacinados anualmente. As desparasitagbes internas
sao feitas a partir do primeiro més de idade todos os meses até ao sexto més, sendo que a
partir dai a desparasitacdo é feita de quatro em quatro meses. Na clinica em que a
estagiaria desenvolveu as suas actividades, o produto de eleicao para o efeito, consistia
numa combinagdo de duas moléculas — a milbemicina oxima e o praziquantel (Milbemax®
gatos) — permitindo ndo s6 o controlo de parasitas intestinais como também a prevencao da
dirofilariose. As desparasitacoes externas iniciam-se geralmente a partir das oito semanas e
sao feitas através da aplicacao de pipetas especificas para a espécie (por exemplo, com o

imidaclopride - Advantage® - ou com fipronil - Effipro®).



Durante o periodo de estagio, foram administradas, no total, 168 vacinas a gatos,
sendo que a Feligen CRP® foi aplicada 135 vezes, a Leucogen® 16 vezes e a combinacao
17 vezes (gréfico 1). Cada consulta para vacinagdo incluia sempre ndo s6 o acto de
administracdo da vacina como também um exame e anamnese completos de modo a
confirmar o perfeito estado de saude do animal e a sua competéncia para receber a

imunizacao.
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Grafico 1 — Quantidade de vacinas aplicadas em gatos (n=168).

Nos caes, inicia-se o protocolo vacinal a partir das seis semanas de idade, com uma
primeira vacina contra os virus da parvovirose e da esgana (Nobivac® Puppy DP), sendo
feito o reforco duas semanas depois, com a adicao da vacina contra os virus da hepatite e
da traqueobronquite infecciosa ou tosse de canil e contra a leptospirose (Nobivac®
DHPPi+Lepto). Ap6s um més é feito um reforgo desta ultima vacina e a partir dos quatro
meses pode ser administrada a vacina contra a raiva. Em animais mais susceptiveis, que
frequentam hotéis, canis, exposi¢cdes ou contactam com animais suspeitos, pode fazer-se
uma vacinacao especifica contra a tosse de canil causa pelo virus da Parainfluenza e pela
Bordetella bronchiseptica (Nobivac®KC). Terminada a fase inicial de vacinagao, os caes
devem ser vacinados anualmente contra os virus da esgana, da parainfluenza, da
parvovirose, da raiva e adenovirus-2 e contra a leptospirose. Em determinados casos, é feita
a prevencgao do herpesvirus canino (Eurican Herpes 205®) em cadelas gestantes através da
aplicacdo de duas doses — a primeira durante o cio ou sete a dez dias apds a data da
cobricdo e a segunda uma a duas semanas antes da presumivel data do parto. As
desparasitagdes internas sao efectuadas todos os meses a partir do primeiro més de idade
até aos seis meses, sendo que a partir dai a desparasitacao deve ser feita de quatro em
quatro meses. As moléculas de eleicdo utilizadas incluiam, tal como nos gatos, a

combinacdo de milbemicina oxima e praziquantel (Milbemax® caes), possibilitando a



prevencao da dirofilariose ao mesmo tempo que se controlam os parasitas gastrointestinais,
para além das combinagdes praziquantel, pirantel e febantel (Zipyran®) ou praziquantel e
febendazol (Caniquantel Plus®).

Foram aplicadas, no total, 562 vacinas a cées, sendo 44 vacinas de cachorro, 230
Nobivac®DHPPi+Lepto, 80 wvacinas contra a Raiva, 203 reforgos anuais
(DHPPi+Lepto+Raiva), 5 vacinas contra a tosse de canil e 6 contra o herpesvirus (grafico 2).
Todas as consultas de profilaxia incluiam, tal como referido para os gatos, um exame e
anamnese completos de modo a comprovar que o animal se encontra em perfeitas

condi¢des para ser vacinado, ou seja, totalmente saudavel.
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Grafico 2 — Quantidade de vacinas aplicadas em cées (n=562).
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Como na zona onde se desenvolveu o estagio a dirofilariose € uma doenca
endémica de elevada prevaléncia, é recomendada iniciar a prevencao mensal em cachorros
por via oral (comprimidos de milbemicina oxima - Interceptor® ou Milbemax® - ou
ivermectina - Heartgard® -, por exemplo) passando depois para a forma injectavel
(moxidectina - Guardian®), administrada anualmente, e que é aconselhada em animais que
ja se encontram com um peso estavel. Para iniciar a prevencao contra a dirofilariose, os
cées tém que ter um resultado negativo no teste antigénico. Adicionalmente, € recomendada
a desparasitacio externa que pode ser feita a partir de coleiras ou pipetas, eliminando ndo
sé pulgas e carracas como também repelindo mosquitos e flebétomos transmissores da
dirofilariose e leishmaniose, respectivamente. Adiante, falar-se-a com maior detalhe acerca
da dirofilariose e sua prevencgao.



Embora a Leishmaniose tenha, na zona onde decorreu o estagio, prevaléncias muito
inferiores as da Dirofilariose, sendo Portugal uma zona endémica, a vacinagdo € mesmo
assim recomendada a partir dos seis meses de idade, efectuando-se uma inoculacéao inicial
seguida de dois reforcos com trés semanas de intervalo. Antes, é realizado um teste rapido
para que se evite vacinar animais positivos. Sao feitos posteriormente reforcos anuais.

De Novembro a Margo, as prevengdes da Dirofilariose foram 16,3 vezes mais do que
as da Leishmaniose (grafico 3), tendo-se concentrado mais as primeiras entre Fevereiro e

Margo e as ultimas ao longo de todo o periodo de estégio.
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Grafico 3 — Quantidade de prevengdes de Leishmaniose e Dirofilariose efectuadas.

Embora a maior parte dos proprietarios ja esteja devidamente informada acerca da
existéncia da Canileish®, a preocupagdao com a Dirofilariose é francamente maior,
possivelmente pela frequéncia dos casos e pelo maior contacto que as pessoas tém com
esta realidade, o que ja ndo acontece com a Leishmaniose. Para além disso, o factor
econdmico nos tempos que correm pesa bastante na decisdo acerca de vacinar ou nao
vacinar um animal, numa regido onde a doencga ainda ndo tem claro impacto.

Os coelhos sao vacinados contra a Mixomatose (Mixohipra®) e a Doencga Virica
Hemorragica (Calicivac®), sendo a vacina contra a primeira doenga administrada aos dois
meses de idade e a vacina contra a segunda, dada um més depois (grafico 4). O reforco
pode ser anual ou semestral, consoante o animal esteja dentro de casa ou no exterior. A

desparasitacao é feita a cada seis meses.
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Grafico 4 — Quantidade de vacinas aplicadas em coelhos (n=9).



2. Patologia e Clinica

Durante o periodo de estagio, foram registados 664 casos divididos pelas diversas
areas da patologia e clinica veterinaria tal como apresentado abaixo (grafico 5).

Cirurgia 240
Ortopedia e Traumatologia 62
Gastroenterologia 52
Oncologia 35
Clinica de Exdticos 34
Nefrologia e Urologia 33
Dermatologia 32
Cardiopneumologia 32
Urgéncias 31
Hematologia 20
Toxicologia 16
Odontologia 13
Otorrinolaringologia 12
Ginecologia e Obstetricia 1
Endocrinologia 1
Oftalmologia
Neurologia

Pediatria e Neonatologia
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Grafico 5 — Distribuicdo dos casos registados pelas diversas areas da medicina veterinaria (n=664).

As areas com maior expressao durante o periodo em que se desenvolveram as
actividades foram a cirurgia, ortopedia e traumatologia, gastroenterologia, oncologia,
cardiopneumologia, dermatologia e nefrologia e urologia (particularmente, em gatos). No
grafico acima, surge representada a clinica de exéticos como uma area a parte embora os
casos que nela se verificaram estejam também englobados nas outras areas da patologia
veterinaria referidas no gréfico (para além de também se inserirem alguns na area da
medicina preventiva, como demonstrado anteriormente aquando da referéncia as
vacinagoes de coelhos).

A estagiaria teve a oportunidade de intervir activamente em cada consulta,
recolhendo dados para a anamnese, realizando exames fisicos, exames complementares de
diagnéstico e auxiliando o médico veterinario nos mais diversos procedimentos, discutindo

com ele cada caso e respectivos diagnosticos diferenciais. Durante o estagio, foram feitas,
6



no total, 64 ecografias, 208 radiografias, 3 rinoscopias, 1 lavagem traqueobroénquica e
muitos outros procedimentos de diagnéstico.

No geral, os procedimentos mais praticados foram a colocacdo de cateteres,
administracdo de farmacos pelas vias subcutédnea, endovenosa, intramuscular e oral,
colheitas de sangue e de outros materiais para analise (raspagens cutaneas, tricogramas,
cultura de fungos, PAAF - puncdo aspirativa por agulha fina), fazendo posteriormente o
acondicionamento dos mesmos, coloracdo e observacdo ao microscépio, elaboracdo de
hemogramas e analises bioquimicas recorrendo aos aparelhos destinados ao efeito,
radiografias, mudangas de penso, intubagdes, suturas e pequenas cirurgias como
orquiectomias de gato e destartarizagdes.

2.1Cirurgia

A cirurgia é, claramente, uma area de relevo na clinica Vetsam onde a estagiaria
desenvolveu as suas actividades do estagio curricular. Eram marcadas, em média, cerca de
quatro intervencdes por semana, excepto cirurgias de urgéncia. As cirurgias mais frequentes
foram as orquiectomias (34 em gatos e 4 em céaes, num total de 38), ovariohisterectomias

(22 em gatas e 17 em cadelas, num total de 39) e as mastectomias (grafico 6).
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Grafico 6 — Cirurgias efectuadas (n=240) e respectivas frequéncias absolutas.



A “pequena cirurgia” engloba procedimentos cirirgicos menores como excisdes de
pequenos nédulos, drenagem de abcessos, limpezas e suturas de feridas, entre outros. A
“excisao de tumores diversos” refere-se por exemplo aos casos de lipomas e mastocitomas
resolvidos cirurgicamente, sendo que os adenocarcinomas mamarios estdo incluidos nas
mastectomias.

Na area cirurgica, a estagiaria geralmente desempenhava as fungdes de anestesista
ou de ajudante de cirurgido, ocupando-se ainda da preparacao pré-cirirgica do animal e
bloco operatério e também do pos-cirdrgico e recuperagédo da anestesia no internamento de
recobro.

As primeiras cirurgias em que a estagidria participou durante o estagio foram
cesarianas. A ultima delas foi numa cadela de raca gigante (figura 2) da qual resultou um
cachorro saudavel, mas que necessitou de alguns cuidados acrescidos devido a dificuldades
de alimentacao e a algum desinteresse por parte da mae.

Figura 2 — Cesariana. a) incisao no Utero; b) sutura de Cushing.
Uma parte significativa das cirurgias realizadas foi representada pelas cirurgias

ortopédicas, tendo-se efectuado reducao de varios tipos de fracturas (figura 3), resolugéao de
rupturas de ligamentos (figura 4) e de luxagdes de patela.

Figura 3 — Cirurgia ortopédica de reducao de fractura em anca de felideo.



Figura 4 — Ligamentoplastia (técnica extracapsular com nylon) para resolu¢éo de ruptura de ligamentos
cruzados. a) criagédo de orificio na crista da tibia; b) passagem do nylon pelo orificio.

Das cirurgias enumeradas, trés foram de urgéncia: uma de resolucdo de hérnia
diafragmatica num canideo jovem atropelado, uma gastropexia para resoluc¢ao de dilatacao-
volvo-gastrico € uma para resolu¢ao de uma rotura de traqueia num canideo sénior causada

por mordeduras graves feitas durante um ataque de caes sofrido pelo animal em questao.

2.20rtopedia e Traumatologia

A ortopedia é a especialidade que se ocupa das doencas e deformidades dos 0ssos,
musculos, ligamentos e articulacbes relacionadas com o aparelho locomotor. A
traumatologia, por sua vez, lida com o trauma do aparelho musculo-esquelético. As duas

areas encontram-se claramente interligadas, apresentando-se aqui em conjunto (gréafico 7).
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Grafico 7 — Diagnésticos efectuados na area de Ortopedia e Traumatologia (n=62).



Os casos mais comuns foram laceracoes, feridas e abcessos na sua grande maioria

como consequéncia de atropelamentos (figura 5), mordeduras e outros acidentes.

Figura 5 — Avulséo da pele e de alguns musculos devido a atropelamento.

Nas consultas, era muito frequente encontrarem-se casos de luxacao da patela,

principalmente em cées de ragas pequenas como o Yorkshire Terrier. Um dos achados mais

frequentes ao raio-x em animais com idade superior a 6 anos com historial de dor na

locomocdo e adopcdo de posturas defensivas foram lesdes discais de espondilite

anquilosante. A displasia da anca foi também um achado frequente nesta area em canideos

de raca grande ou gigante, mas também em racas médias, embora em menor escala. A

estagiaria teve oportunidade de participar em varias radiografias para despiste de displasia e

pbde ver como se efectuam estes relatérios.

2.3 Gastroenterologia

Nesta area que se ocupa do estudo, diagnéstico e tratamento das afeccbes do

aparelho digestivo a estagiaria assistiu a um total de 52 casos, englobando na sua maioria

canideos mas também alguns felideos (gréfico 8).

Gastroenterite
Parasitismo Gastrointestinal s
Hernia Umbilical
Corpo Estranho Gastrointestinal
Fecaloma
Hérnia Inguinal
Lipidose Hepatica
Hérnia Perineal
Pancreatite Aguda
Megacélon
Insuficiéncia Hepatica
Hepatite
Torcao Intestinal
Dilatagdo-Volvo Gastrico

T T T T T T T T T T T

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Grafico 8 — Diagnosticos efectuados na area de gastroenterologia (n=52).
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Os diagnoésticos mais comuns incluiram gastroenterites (idiopaticas, alimentares, por
ingestdo de ervas, entre outros), casos de ingestdo de corpos estranhos (com
gastroenterites associadas) e parasitismo gastrointestinal (a apresentacdo dos parasitas
identificados durante o estagio sera feita mais a frente). Nos casos de ingestdo de corpo

estranho, apenas dois requereram cirurgia (figura 6).

M

Figura 6 — Enterotomia para remocéao de corpo estranho intestinal.

As hérnias também foram um diagndéstico muito comum, principalmente em primeiras

consultas de cachorros. Quatro dos casos de herniagdo intestinal foram corrigidos

cirurgicamente - duas hérnias perineais (figura 7) e duas hérnias inguinais.

Figura 7 — Cirurgia de hérnia perineal em Yorkshire Terrier.

Em gatos, o principal diagndstico nesta area foi a lipidose hepatica (figura 8) como
consequéncia de periodos de anorexia prolongados. Aqui, a alimentagao forgada por sonda

nasogastrica é preponderante na evolugdo dos casos (figura 9).

f .'#-_

Figura 8 — Aspecto do figado (seta verde) e restantes visceras em necropsia de gato com lipidose hepatica.
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Figura 9 — Alimentacéo forcada através de tubo nasogastrico em gato com lipidose hepatica.

Os restantes casos incluiram fecalomas, insuficiéncias hepaticas e hepatites,
pancreatites agudas e duas urgéncias de torcdo de intestino e dilatacao-volvo-gastrico.

2.40ncologia

O diagndstico de tumores foi bastante frequente ao longo do estagio, sendo que uma
boa parte deles terminou na excisdo cirirgica. Na sua maioria eram tumores visiveis e
palpaveis como mastocitomas, lipomas, histiocitomas, adenomas e adenocarcinomas
mamarios, o que proporcionou a vinda atempada dos animais a clinica e o diagnéstico em

si, ja que o préprio dono era capaz de identificar o problema (grafico 9).
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Grafico 9 — Diagnosticos efectuados na area de oncologia (n=35).

A grande maioria dos diagnésticos foram adenocarcinomas mamarios, em fémeas

inteiras (ndo ovariohisterectomizadas), sendo que cerca de 80% efectuaram mastectomia.
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Um dos animais, um felideo de 14 anos, dada a inviabilidade da cirurgia, foi sujeito a
quimioterapia com doxorrubicina.

Os casos de linfoma intestinal (figura 10), carcinoma orofaringeo (figura 11),
carcinoma hepatocelular e osteossarcoma ocorreram em canideos com idades entre os 5 e
os 12 anos e resultaram, inevitavelmente, em eutanasia devido, essencialmente, ao
decréscimo da qualidade de vida dos animais e fracasso dos cuidados paliativos, perante a
falta ou impossibilidade de diagnéstico/tratamento atempado ou eficaz.

Figura 11 — Carcinoma orofaringeo em Cocker Spaniel senior.

Outros casos frequentes incluiram lipomas que sdo tumores subcutaneos benignos
de consisténcia mole e bem circunscritos, surgindo principalmente em cadelas idosas
obesas (figura 12). A cirurgia é aconselhada sempre que a massa tenha proporcdes e
localizacbes que interfiram com o bem-estar do animal, impecam a sua locomo¢ao ou

causem desconforto.

L) Iliu"e__

-

Figura 12 — Lipoma de grandes dimensodes.
a) Aspecto apds tricotomia pré-cirdrgica. b) Aspecto apos inciséo.
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Os mastocitomas foram também casos interessantes e em todos eles foi efectuada
cirurgia, ndo tendo havido em nenhum dos casos metastizacdo nem complicacbes maiores
(figura 12).

Figura 13 — Mastocitoma. Citologia obtida por PAAF e corada com
DiffQuick® onde se aprecia a desgranulacao de mastécitos (100x).

Nos casos em que se detectam massas palpaveis, € essencial proceder a recolha de
material para citologia e observacdo ao microscopio, de modo a obter um diagnéstico
definitivo, principalmente se se tiver em conta que diferentes patologias oncoldgicas podem
assemelhar-se embora a sua gravidade e abordagem clinica nada tenham que ver uma com
a outra. Por exemplo, algumas formas de mastocitoma (as que possuem consisténcia mole,
sem superficie avermelhada e cobertas por pélos) podem ser muitas vezes confundidas com
um lipoma.

Perante estes casos, a estagiaria péde efectuar numerosas PAAF, tendo preparado
as laminas, procedendo a sua coloragéo e observagdo ao microscépio.

2.5Cardiopneumologia

Nesta area, a estagiaria participou na elaboragédo de diversas radiografias toracicas,
electrocardiogramas e ecocardiogramas.

Em cerca de 43% dos casos desta area clinica foi diagnosticada dirofilariose, uma
doenca parasitaria de elevada prevaléncia na regiao onde se desenvolveu o estagio, tal
como ja foi referido. Os diagnésticos representados no grafico de tromboembolismo e
sindrome de veia cava surgiram associados a casos de dirofilariose, como consequéncia
desta condigao (grafico 10).

O segundo diagnostico mais frequente foi o de insuficiéncia cardiaca, em 6 canideos
de raga pequena com idade superior a 6 anos.

Ambos os pneumotérax diagnosticados surgiram como consequéncia de
atropelamentos, assim como o hemotoérax. O mesmo animal que desenvolveu um dos

pneumotoérax também tinha uma hérnia diafragmatica, devido ao trauma sofrido. As
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pneumonias referidas foram diagnosticadas em dois gatos com FeLV e em dois cées jovens
sem nenhuma outra patologia associada. A rotura de traqueia, como ja referido
anteriormente, ocorreu na sequéncia de um ataque por caes e foi resolvida cirurgicamente,

no entanto, o animal acabou por ndo sobreviver.
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Grafico 10 — Diagnosticos efectuados na area de cardiopneumologia (n=32).

2.6 Nefrologia e Urologia
Esta area clinica ocupa-se do diagnédstico e tratamento do sistema urinario (rins,
ureteres, bexiga, uretra e, nos machos, também da préstata). Os diagndsticos efectuados

nesta area correspondem na sua grande maioria a felideos com mais de 8 anos (grafico 11).

Insuficiéncia Renal Crénica |

Urolitiase por célculos de estruvite I

Infeccdo Trato Urinario Inferior : ' ‘ . , I

FLUTD I

Insuficiéncia Renal Aguda e

Urolitiase por célculos de oxalato de calcio
Rim Poliquistico
I

Hiperplasia Benigna da Prostata

Grafico 11 — Diagnosticos efectuados na area de nefrologia e urologia (n=33).
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O diagnéstico mais frequente é a insuficiéncia renal cronica (IRC), tendo-se
verificado 8 casos em gatos e um caso em cao. Dois dos casos de IRC em gatos
terminaram em eutanasia devido a subida dos valores de ureia e creatinina para niveis
inaceitaveis e incontrolaveis com a terapéutica instituida que, geralmente, consiste em
potenciar a perfusao e fungéo renal, diminuindo a hipertensdo através de um inibidor da
enzima conversora da angiotensina — o benazepril — , fluidoterapia e maneio dietético com
racao apropriada, baixa em fésforo e proteina. Se se justificar, recorre-se ainda a anti-
eméticos e protectores gastricos.

As infecgdes do trato urinario inferior e as urolitiases/cristalria por estruvite foram
diagnésticos frequentes em felideos (figura 14 e figura 15), estando na maior parte das
vezes interligados e presentes no mesmo animal em simultdneo. Surgiu também um caso

de obstrugao uretral por urélitos de oxalato de calcio num Yorkshire Terrier (figura 16).

Figura 15 — Aglomerado de cristais de estruvite e de oxalato de calcio (40x) em felideo com FLUTD (Feline
Lower Urinary Tract Disease — Doenga do Trato Urinario Inferior dos Felinos).

Figura 16 — Urdlitos de oxalato de célcio retirados cirurgicamente da uretra de um Yorkshire Terrier.
Outros diagndsticos incluiram insuficiéncia renal aguda (IRA) em dois felideos com
anemia devido a Mycoplasma haemofelis, um parasita intra-eritrocitario que, devido a
destruicdo de hemacias e subsequente hemoglobindria conduz a lesdao dos glomérulos. A
IRA foi ainda diagnosticada em dois caes com faléncia organica generalizada.
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O rim poliquistico foi diagnosticado em duas gatas persas, através de ecografia,
sendo que numa delas procedeu-se a eutanasia devido a insuficiéncia renal com
sintomatologia severa instalada. Foi ainda diagnosticado um caso de hiperplasia benigna da

prostata em canideo.

2.7Dermatologia

Os casos de dermatologia também sao muito frequentes na clinica veterindria,
embora muitas vezes manifestagdes cutdneas surjam associadas a doengas sistémicas,
como acontece nalgumas patologias enddcrinas (como o sindrome de Cushing) e
parasitarias (como a Leishmaniose), por exemplo.

Os diagnésticos mais frequentes foram de sarna demodécica (figura 17), dermatite
por Malassezia pachydermatis, dermatite alérgica a picada da pulga (DAPP), pioderma e
hipersensibilidade alimentar (gréafico 12).

.

Sarna demodécica

Dermatite por Malassezia

Dermatite Alérgica a Picada da Pulga
Pioderma

Hipersensibilidade Alimentar
Dermatofitose

Dermatite Atopica

Dermatite Acral por Lambedura

Complexo Eosinofilico Granulocitico

T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grafico 12 — Diagnésticos efectuados em dermatologia (n=32)

Foi ainda diagnosticado um caso de dermatite atdépica em cdo, um caso de complexo
eosinofilico granulocitico em gato e dois casos de dermatofitose (figura 18). A dermatite
acral por lambedura diagnosticada e referida no gréfico é, na verdade, muito mais do que
um problema dermatolégico, sendo para além disso um problema comportamental e, por
vezes, alérgico. No entanto, por uma questao de organizagdo — € como as consultas de

Etologia ndo foram muitas — considerou-se preferivel apresentar este diagndstico aqui.

17



Figura 17 — Demodecose. b) escurecimento e liquenificacdo da pele em demodecose crénica num Chow-Chow
internado devido a outra afecgdo concomitante; b) imagem microscopica de Demodex spp.

e g

Figura 18 — T. mentagrophytes, causador de dermatofitose em canideo (100x).

Nestes casos, a estagiaria pode proceder a recolha de amostras recorrendo aos meios
mais variados: raspagem, tricograma, fita-cola, PAAF.

2.8Ginecologia, Obstetricia e Andrologia
Durante o periodo de estagio, surgiram 11 casos da area de Ginecologia e
Obstetricia, na sua grande maioria em canideos (cerca de 80%), e 6 casos de Andrologia,

em que apenas um foi em felideo (fimose), sendo os restantes em canideos (grafico 13).
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Grafico 13 — Diagnésticos efectuados nas areas de ginecologia, obstetricia e andrologia (n=17).
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O caso de eclampsia ocorreu numa cadela de raga Chihuahua, que havia tido trés
cachorros por cesariana ha algumas horas. Nas analises sanguineas pés-cirdrgicas/pés-
parto detectaram-se baixos valores de célcio, que foram rapidamente corrigidos através de
fluidoterapia com suplemento de gluconato de calcio a 10%. A hiperplasia endometrial
quistica foi um achado “acidental” durante a ovariohisterectomia de uma gata com historial

de administragao crénica de farmacos contraceptivos (figura 19).

Figura 19 — Utero apds ovariohisterectomia, em gata com uso crénico de pilulas contraceptivas.

Uma das piémetras registadas ocorreu numa cadela Pastor Alemao que tinha tido o
cio ha dois meses e nao tinha estado com nenhum macho (figura 20). Através da ecografia,
juntamente com os dados da anamnese e exame fisico, chegou-se rapidamente ao
diagnéstico de piémetra. O animal foi sujeito a uma ovariohisterectomia, tendo-se ainda
recorrido a antibioterapia (ceftriaxona pré e pds-cirargica, seguida de amoxicilina e acido
clavulanico). A outra piometra foi diagnosticada numa gata e, devido a restricdes financeiras
do proprietéario, controlou-se com antibioterapia.

Figura 20 — Utero severamente distendido devido & acumulagéo de contetido purulento no seu interior.

Em machos, os casos de andrologia ndao foram tdo numerosos. O primeiro caso da
area foi de um gatinho com um estreitamento prepucial muito marcado (fimose) devido a
inflamacao por trauma induzido pelo irmao de ninhada, ndo conseguindo exteriorizar o pénis
nem urinar adequadamente. O inverso aconteceu num canideo sénior com exteriorizagdo do
pénis e estrangulamento do mesmo pela abertura prepucial insuficiente, ndo conseguindo
assim retornar a posi¢cao normal (parafimose). A dor associada a esta condigédo era bastante
severa, tendo-se optado por uma tranquilizacdo e posterior bem-sucedida tentativa de
recolocacao do pénis na sua posi¢cao normal, recorrendo ao uso de lubrificantes e tentando

desinflamar os tecidos. A situagdo mais frequente nesta area foi o criptorquidismo. Nestas
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situagOes, € sempre aconselhavel a orquiectomia devido ao risco acrescido de neoplasias
no testiculo criptorquidico (figura 21).

Figura 21 — Diferencga entre o testiculo normal (esquerda) e o testiculo criptorquidico, atrofiado (direita).

2.9Endocrinologia

A endocrinologia veterinaria tem vindo a crescer nos ultimos anos ao mesmo ritmo a
que o apuramento dos testes de diagnéstico e a capacidade de resposta dos laboratérios
aumentam. E uma area bastante complexa devido & amplitude de manifestacées que podem
existir e que afectam os mais diversos érgaos e sistemas.

O diagnéstico mais comum foi o hiperadrenocorticismo, em canideos com idades

superiores a 7 anos (grafico 14).

m Hiperadrenocorticismo
m Diabetes mellitus

i Hipotiroidismo

i Hipoadrenocorticismo

Grafico 14 — Diagnosticos efectuados na area de endocrinologia (n=11).

Num dos animais, foi encontrada uma manifestacdo cutanea que apenas ocorre
numa pequena percentagem dos animais afectados — a calcinosis cutis (figura 22). No
entanto, o motivo de consulta nao foi esta lesdo — dado que o proprietario nao lhe atribuiu
importancia — mas sim a politria/polidipsia e falta de pélo. O animal apresentava ainda
abddémen pendular, pele fina e comeddes numerosos.
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Figura 22 — Calcinose cutédnea em canideo com hiperadrenocorticismo.
Os restantes diagnosticos incluiram diabetes mellitus, hipotiroidismo e
hipoadrenocorticismo.
Nestes casos, a estagiaria pdde participar na discussao de diagnosticos diferenciais
e ainda efectuar os diversos testes de diagnostico adequados a cada suspeita, incluindo:
curvas de glicémia, testes de supressdao com dexametasona (com doses altas e doses

baixas), recolha de sangue para analises laboratoriais diversas.

2.10 Oftalmologia

Nas consultas de oftalmologia foi possivel treinar o exame oftalmico, recorrendo ao
oftalmoscépio e as provas e testes disponiveis (teste de Schirmer, teste da fluoresceina,
teste da reaccao pupilar a luz, entre outros). O diagnostico mais frequente foi a Ulcera (figura
23) e, para além do tratamento tépico com colirios, optou-se algumas vezes pelo
encerramento temporario da terceira palpebra (flap) (grafico 15).

Ulcera da Cérnea
Entropion
Prolapso da Glandula de Harder

Uveite

Obstrucdo canal lacrimal

Grafico 15 — Diagnésticos efectuados em oftaimologia (n=9)

21



Figura 23 — Ulcera da cérnea, cicatriz de tlcera antiga, hifema, deposicédo de fibrina e uveite.

2.11 Toxicologia
A toxicologia ocupa-se do estudo das propriedades e efeitos dos venenos ou téxicos
sobre o organismo animal e do seu tratamento. Os casos de intoxicac&o foram, obviamente,

todos urgéncias médicas (grafico 16).
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Intoxicagdo por Intoxicacdo por Intoxicacdo por Intoxicagdo por Intoxicacédo por
dicumarinicos processionaria Organofosforados Acetominofeno metais pesados

Grafico 16 — Diagndsticos efectuados em toxicologia (n=16).

A intoxicacao por dicumarinicos foi um diagnéstico frequente em caes que surgiam
na consulta com hemorragias nasais e hematomas sublinguais. Num deles, a ingestao tinha-
se dado pouco tempo antes da consulta e foi possivel provocar a emese. Nos restantes, nao
foi viavel provocar a emese, pelo que se recorreu unicamente a administracdo de vitamina
K1 (sintética - Kanakion®), tendo sido, nalguns casos mais severos, necessaria uma
transfusdo de sangue. Numa cadela gestante, a intoxicacao acabou por conduzir ao aborto.

A intoxicacdo por contacto com a lagarta do pinheiro ou processionaria —
Thaumetopoea pityocampa — tornou-se um diagnostico frequente a partir de Fevereiro, o

que faz sentido dado que é em meados deste més que ocorre a “procissao” onde as
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lagartas passam da copa das arvores para o solo, onde se enterram, sendo nesta fase de
transicao que as lagartas se encontram acessiveis aos animais. A intervencdo nestes casos
foi rapida o suficiente para que ndao houvesse necrose nem perda de fragmentos de tecido
lingual, excepto num caso em que passaram mais de vinte e quatro horas desde o contacto
com a lagarta até a consulta. A intoxicagdo por acetominofeno e por organofosforados
ocorreram também em cdes e a intoxicacdo por metais pesados foi diagnosticada num

psitacideo (Agapornis roseicollis).

2.12 Otorrinolaringologia

A otorrinolaringologia abrange o diagndéstico e tratamento das afecgbes dos ouvidos,
nariz, faringe e laringe. Nas consultas desta area, a estagiaria p6de proceder a varios
exames otolégicos com otoscopio (que faz parte do exame de rotina) e pode participar numa

rinoscopia.

7

Laringite Otite Parasitaria Otite Bacteriana  Rinite Fungica
Grafico 17 — Diagnésticos efectuados em otorrinolaringologia (n=12)

A maior parte dos casos foram otites, quer bacterianas quer parasitarias (por acaros).

Surgiram também seis laringites e uma rinite fungica.

2.13 Pediatria e Neonatologia
Na area em questdo, prestou-se assisténcia a recém-nascidos incapazes de se
alimentar (por incompeténcia sua ou das maes), hipoglicémicos e hipotérmicos, e num caso
de infecgdo grave umbilical (onfalite). Os procedimentos chave foram a alimentagao,
aquecimento e controlo rigoroso da temperatura e, no caso da infeccdo umbilical, o
desbridamento e limpeza da ferida (figura 24).
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Figura 24 — Infec¢ao umbilical em cachorro com 3 semanas

2.14 Neurologia

Nesta area, foram poucos 0s casos que surgiram em consulta, no entanto, todos eles
foram casos estimulantes e de grande interesse. A epilepsia foi 0o diagndstico mais comum,
tendo ocorrido sempre em canideos (grafico 18).

mEpilepsia
mMiastenia gravis
Hidrocefalia

Grafico 18 — Diagndsticos efectuados em neurologia (n=6).

Dos animais diagnosticados, todos se mantiveram bem controlados com a
medicacdo. No entanto, um dos animais permaneceu durante quarenta e oito horas em
convulsdes, sem responder ao tratamento. Foi induzida a sedacao profunda e sempre que
se reduzia a mesma, surgiam convulsdes, pelo que o animal acabou por ser eutanasiado.
Na necropsia, nao se detectaram massas cerebrais.

Foram registados ainda um caso de miastenia gravis e outro de hidrocefalia, tendo os

dois terminado na morte dos animais.

2.15 Odontologia

As afeccoes dos dentes dos animais ainda sdo um pouco negligenciadas e
desvalorizadas pelos proprietarios que, muitas vezes, sé quando o problema se traduz numa
diminuicdo severa de fungao (dificuldades na mastigacéo, por exemplo) ou quando o animal
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deixa de comer ou tem dor, é que tomam a decisdo de consultar o veterinario. E por isso
que poucas sao as vezes em que um problema odontolégico detectado pelo dono é o motivo
principal de vinda a consulta. A persisténcia de denticdo decidua foi o diagnoéstico mais
frequente em consultas de rotina (grafico 19), em animais jovens e que, na sua maioria,

acabaram por se resolver espontaneamente.

Persisténcia da denticdo decidua

Doenga Periodontal

Sobrecrescimento de dentes

Grafico 19 — Casos de odontologia (n=13).

A doenca periodontal foi também um achado comum, mas em animais sénior. Nestes
casos, foi indicada antibioterapia e destartarizacdo. O sobrecrescimento de dentes foi
diagnosticado num coelho e foi corrigido (figura 25).

Figura 25 — Correcgao de sobrecrescimento dentario em coelho.

2.16 Hematologia
Para além dos hemoparasitas e dos seus componentes celulares, que serao
apresentados num ponto adiante, surgiu ainda um caso bastante interessante de policitémia
vera num caniche macho com quatro anos. Os casos de anemia foram muito numerosos,
mas surgiram como consequéncia da afeccao de outros sistemas, sem terem directamente

a ver com alteracOes da eritropoiese e dos 6rgaos que a realizam.
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2.17 Clinica de Exéticos

Uma vez que os diagnosticos efectuados nas consultas de exéticos se encontram
patentes nos pontos anteriores, divididos por areas, aqui apenas se apresenta a diversidade
de familias e espécies que surgiram durante o estagio (grafico 20).

12 1
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Grafico 20 — Animais exoéticos presentes nas consultas (n=33).

Surgiram em consulta ratazanas, ratos brancos, hamsters, caturra lutino,
massarongo-de-fronte-vermelha (Poicephalus gulielmi), galinhas, pombos, papagaio
cinzento, Agapornis roseicollis, tartarugas, coelhos e um cao da pradaria.

2.18 Patologias Infecto-Contagiosas e Parasitarias

Abaixo apresentam-se os diagndésticos e alguns dos agentes etiolégicos das diversas
doencas virais, fungicas, bacterianas e parasitarias, que puderam ser identificados durante o
estagio e que permitiram que se fizesse o diagnéstico das doencas, possibilitando assim
que o tratamento fosse o mais especifico e adequado possivel. Alguns agentes, foram
apenas identificados até ao seu género (grafico 21).
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Dirofilaria immitis
Demodex canis

Virus da Doenga de Newcastle
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Mycoplasma haemofelis
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Morbilivirus da Esgana

Pasteurella

Grafico 21 — Agentes etiol6gicos e doencas parasitarias e infecto-contagiosas diagnosticadas.
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CAPiTuLO lll - MONOGRAFIA

- DIROFILARIOSE CANINA -

1. Introducao

As filarioses sdo causadas por parasitas da Superfamilia Filarioidea e existem
aproximadamente 200 espécies de nematodes desta superfamilia podendo, alguns deles,
causar patologias graves em animais e pessoas (Ferasin & Knight, 2005). Sao varias as
espécies de filarias pertencentes aos géneros Dirofilaria, Acanthocheilonema e
Cercopithifilaria (Dipetalonema) que parasitam canideos e felideos domésticos e silvestres
em todo o mundo (Martin, 2012). Destas, as mais relevantes sao a D. immitis e a D.
(Nochtiella) repens, devido a severidade das suas manifestacdes clinicas e as suas altas
prevaléncias e incidéncias. A D. immitis é responsavel pela dirofilariose cardiopulmonar no
cao e no gato, enquanto a D. repens provoca a dirofilariose subcutdnea nos mesmos
animais. Para além disso, ambas as espécies mencionadas sao responsaveis pela
dirofilariose pulmonar humana (D. immitis) e subcutanea/ocular (D. repens). Em cada um
dos hospedeiros (humanos, caninos e felinos), a D. immitis e D. repens exibem padrdes de
desenvolvimento especificos que resultam em diferentes implicacdes clinicas e bioldgicas.
Tanto a D. immitis como a D. repens sao hospedeiros da bactéria simbidtica Wolbachia, cujo
estudo teve um tremendo impacto no conhecimento e compreensao da biologia das filarias,

dos mecanismos patolégicos produzidos no hospedeiro e veio a alterar os principios do
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A primeira observacdo do “verme (ou larva) do coracdo” —

Dirofilaria immitis — foi feita em 1626 por Francesco Birago, em ltalia,
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de 31 vermes adultos no ventriculo direito de uma cadela utilizada para demonstracées
anatdémicas, acompanhado do primeiro desenho do parasita. Apesar de tudo, os primeiros
relatos que indicavam a ampla distribuicao geografica desta espécie apenas ocorreram dois
séculos depois (Martin, 2012). A primeira demonstracao de microfilarémia deu-se em 1843,
por Gruby e Delafond, sendo os estadios de desenvolvimento e o ciclo de vida da D. immitis
no cao estudados e descritos pela primeira vez cento e dez anos mais tarde por Seiji Kume,
na Universidade de Toquio (AHS, 2009).

Em 1856, Joseph Leidy, descreve e atribui o nome Filaria immitis ao verme do
coracao. No entanto, em 1911, dois parasitologistas franceses, Railliet e Henry, criaram o
género Dirofilaria, tornando-se o nome taxonomico completo do parasita Dirofilaria immitis.
Entre 1806 e 1875 a dirofilariose canina foi reportada na Italia, nos Estados Unidos (por T.C.
Osborne, em 1847), no Japéo, na China e no Brasil. S6 muito mais tarde, em 1921 no Brasil
e em 1922 nos Estados Unidos é que foram descritos os primeiros casos de dirofilariose
felina. Na Europa, a primeira investigagdo no sentido de detectar infecgdes felinas foi
realizada em ltalia, apenas em 1992 (AHS, 2009).

Em 1933, o estibofeno era o Unico farmaco usado para tratar a dirofilariose, no
entanto, para além da sua toxicidade, apenas eliminava as microfilarias, ndo tendo qualquer
efeito nos vermes adultos. Posteriormente, em 1945, Gilbert F. Otto e Thomas Maren
desenvolveram a tiacetarsamida, tendo descoberto os seus efeitos adulticidas na D. immitis.
Dez anos mais tarde, descobriu-se que doses mais altas do que as inicialmente usadas,
aplicadas diariamente durante dois dias, eliminaria os vermes adultos, no entanto, a
toxicidade tornou-se elevada, tendo surgido muitas reac¢des adversas e algumas mortes
(AHS, 2009).

A sindrome da veia cava foi relatado em 1958, durante uma visita do Dr. Otto a
clinica do Dr. Ron Jackson. Tinha sido admitido um cao durante a noite com sintomatologia
que indicava uma hepatite tdxica, tendo morrido no intervalo de meia hora. A necropsia
revelou massas de vermes adultos no atrio direito e na veia cava (Jackson, 1969). Em
poucos meses, relataram-se outros doze casos (AHS, 2009).

Em 1959, James Yarborough relatou o uso de iodeto de ditiazanina como
microfilaricida e trés anos depois, Kume descobriu que a administragéo diaria de citrato de
dietilcarbamazina funcionava como preventivo do desenvolvimento dos parasitas. Em 1963,
o Dr. Ron Jackson descobriu um protocolo de doses de tiacetarsamida divididas em dois
dias, num regime bididrio em doses inferiores as usadas inicialmente, mantendo-se o efeito
mas reduzindo-se a frequéncia e severidade das reacgdes (AHS, 2009).

O primeiro relato de transmissao transplacentaria de microfilarias de D. immitis
ocorreu em 1966, por A. Mantovoni e Ron Jackson. No ano seguinte, realizou-se o primeiro
simpésio sobre a dirofilariose, na Universidade da Georgia (Reinhardt, 1980).
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O levamisole, por volta de 1971, era usado por alguns médicos como adulticida e
microfilaricida, no entanto, alguns estudos demonstraram que o seu papel como adulticida
era inconsistente e o seu efeito na eliminacao de microfilarias também era muito limitado.
Muitas vezes, o0 seu uso acompanhava-se de reaccées como vomitos, anorexia e distirbios
do sistema nervoso central (Bradley, 1976).

Em 1979, foi apresentado o teste de imunofluorescéncia indirecta que tinha um uso
limitado, tendo surgido seis anos mais tarde testes antigénicos para a detecg¢ao de infecgao
pela Dirofilaria, sob a forma de kits disponiveis nas clinicas e hospitais (AHS, 2009).

Em 1980, a ivermectina foi usada como microfilaricida pela primeira vez e sete anos
depois comegou a ser aplicada mensalmente como preventivo (AHS, 2009).

Desde que foram feitas as primeiras observagdes do parasita, este tem sido
identificado nos mais diversos paises e, principalmente na Europa, varios investigadores
tém mantido um papel extremamente activo no estudo das infeccdes por Dirofilaria spp.. As
alteracdes climaticas, juntamente com o aumento na movimentagdo de gatos e caes pela
Europa, tém vindo a provocar aumentos na dispersao geografica da dirofilariose e no risco
de infecgao quer de animais quer de humanos (Traversa, Cesare & Conboy, 2010). Com o
aumento dos cuidados com o bem-estar animal e a existéncia de melhores condicoes
sociais e economicas em varios paises, verificou-se um aumento na consciéncia dos

proprietarios relativamente a doenca e as suas consequéncias (Genchi & Marinculié, 2007).

2. Caracteristicas Morfoldgicas e Bioldgicas de Dirofilaria spp.

A dirofilariose € um conjunto de parasitoses provocadas por espécies do género
Dirofilaria, cuja transmissao € feita por vectores artrépodes. Estes parasitas pertencem ao
Filo Nematoda, Classe Secernentea, Ordem Spirurida, Superfamilia Filarioidea, Familia
Onchocercidae, Subfamilia Dirofilariinae, Género Dirofilaria. (Anderson, 2000).

Os nematodes do género Dirofilaria sao brancos, delgados e tém comprimentos que
variam entre os 5 e os 30 cm (tendo em conta machos e fémeas das espécies D. immitis e
D. repens) sendo as fémeas de D. immitis as que atingem maiores comprimentos e 0s
machos de D. repens sao geralmente os mais pequenos (Ferasin & Knight, 2005).

As fémeas sao ovoviviparas e largam as microfilarias na corrente sanguinea, onde
estas ficam disponiveis para os vectores hematdfagos. As microfilarias eliminadas para a
circulacao ndo tém bainha, sao fusiformes e tém a extremidade cefélica mais estreita do que
0 corpo, exibindo ainda uma cauda longa, recta e pontiaguda. Sao capazes de responder a
alteragdes fisioldgicas no hospedeiro e podem deslocar-se para a circulacdo periférica em
determinados periodos do dia ou da noite, desaparecendo daqui noutros periodos. Tém
também estruturas que permitem a sua passagem pelos capilares sanguineos e pelas pecas
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bucais e paredes do sistema gastrointestinal dos vectores artropodes (Manfredi, Di Cerbo &
Genchi, 2007).

O género Dirofilaria divide-se em dois subgéneros: o subgénero Dirofilaria, que inclui
a Dirofilaria immitis e o subgénero Nochtiella, que inclui a Dirofilaria repens. Os nematodes
do subgénero Dirofilaria sdo grandes, sem cristas cuticulares excepto na superficie ventral
da extremidade caudal do macho e as papilas caudais dos machos apresentam uma ligeira
assimetria relativamente ao seu numero e distribuicdo. Os nematodes do subgénero
Nochtiella sao relativamente pequenos, tém cristas cuticulares longitudinais e as papilas
caudais nos machos possuem uma assimetria marcada no seu numero e distribuicdo
(Canestri, Pampiglione & Rivasi, 1997).

Os agentes etioldgicos da dirofilariose cardiopulmonar e da dirofilariose subcutanea —
D. immitis e D. repens, respectivamente — apresentam incidéncias crescentes em regides
temperadas e tropicais, em todo o mundo (Simoén, Morchon, Gonzalez-Miguel, Marcos-
Atxutegi, Siles-Lucas, 2009).

2.1 Dirofilaria immitis
A D. immitis € um nematode ovoviviparo que provoca a dirofilariose cardiopulmonar,
localizando-se nas artérias pulmonares e lado direito do coracao (figura 27). Sdo os caes
(Canis lupus familiaris) os seus principais hospedeiros definitivos, no entanto, a infeccao ja
foi relatada em lobos, coiotes, raposas, varios felinos (incluindo o gato doméstico),
pinipedes, mustelideos, ursos, pandas, castores, quatis, coelhos, veados, cavalos e
primatas, incluindo humanos, sendo a maioria destas infec¢des esporadicas e podendo nao
se registar microfilarémia (Manfredi et al., 2007). Esta € uma doencga parasitaria zoonotica,
gue se concentra essencialmente em areas temperadas, tropicais e subtropicais (Simén et
al., 2009).
2.1.1 Morfologia dos Adultos
As filarias adultas séo longas, esbranquicadas, filiformes e delgadas. O orificio bucal
€ terminal, ndo possui ldbios e conduz ao esdéfago, dividido em porgbes muscular e
glandular, sem distingdo. A abertura oral é rodeada por seis papilas mediais e duas papilas
laterais. As fémeas adultas medem entre 250 a 310 mm de comprimento e 1 a 1.3 mm de
largura, sendo os machos mais pequenos com medidas entre 120-200 mm de comprimento
e 0.7 a 0.9 mm de largura. Enquanto as fémeas possuem uma terminagdo caudal obtusa,
nos machos a terminagdo € em espiral e tem duas pequenas asas laterais. O anus é
subterminal e o orificio vulvar localiza-se posteriormente a juncao entre eséfago e intestino.
A cloaca encontra-se a cerca de 0,13mm da ponta da cauda. A superficie ventral possui
papilas pré-anais e pds-anais. As espiculas sdo desiguais e com estruturas diferentes,
sendo mais largas proximalmente e mais pontiagudas na porcdo mais distal. Nao existe
gubernaculo (Manfredi et al., 2007). A cuticula é lisa e as cristas e estrias apenas estao
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presentes na superficie ventral da dltima espiral da cauda do macho (Lichtenfelds, Pilitt,
Kotani & Powers, 1987).
Os adultos de D. immitis alimentam-se do plasma sanguineo e tém a capacidade de

sobreviver durante varios meses ou até anos nos seus hospedeiros (Manfredi et al., 2007).
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Figura 27 — Parasitas adultos no limen de uma artéria pulmonar. Fonte: Ferasin & Knight, 2005.
2.1.2 Microfilarias

As microfilarias libertadas na corrente sanguinea nao possuem bainha e tém cerca
de 290 a 330 um de comprimento e 5 a 7 um de largura, sendo a extremidade cefélica
cbnica, a cauda recta e a sua extremidade pontiaguda. As microfilarias podem sobreviver
entre 2 a 18 meses na corrente sanguinea (Manfredi et al., 2007).

A ultraestrutura das microfilarias de D. immitis foi estudada através de microscopia
electrénica de transmissao, tendo-se observado estriacbes anulares transversas a cobrir
toda a superficie do parasita. Observaram-se ainda dois pequenos poros no disco cefalico e
uma espécie de cavidade bucal na superficie ventral da primeira estria, junto ao disco
cefalico. A partir do palato superior, observou-se a projecgdo de um unico gancho triangular.
O poro excretor localiza-se ao nivel do 80° anel desde a extremidade anterior e o poro anal
ao nivel do 90° anel desde a extremidade posterior, ambos na face ventral (Song, Tanaka &
Hayasaki, 2009).

2.2 Dirofilaria repens

Os parasitas desta espécie sao também ovoviviparos e infectam o tecido conjuntivo
subcutaneo, essencialmente dos caes, sendo estes os hospedeiros definitivos principais.
Existem relatos de infeccao em gatos domésticos, ginetas (Genetta tigrina), ledes e raposas.
Também existem casos em humanos (Manfredi et al., 2007). As infecgbes concentram-se
essencialmente no sul da Europa, Asia, Africa, Estados Unidos da América e Canada
(Ferasin & Knight, 2005).

2.2.1 Morfologia dos Adultos

Os adultos de D. repens tém tamanho inferior aos de D. immitis. A cuticula é branca
com estrias longitudinais pronunciadas e estrias transversais suaves. As fémeas tém entre
100 a 170 mm de comprimento e 4.6 a 6.5 mm de largura, enquanto os machos sao mais

pequenos com 50 a 70 mm de comprimento e 3.7 a 4.5 mm de largura. A extremidade
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caudal do macho curva ligeiramente na direcgdo da face ventral do parasita. A cauda é
obtusa, com duas asas laterais e papilas oblongas pedunculadas. As espiculas sao
desiguais, tendo a maior 0.43 mm de comprimento e uma ponta agucada e a espicula
menor 0.175 mm de comprimento, é altamente quitinizada e tem uma ponta obtusa. Nas
fémeas, a vulva localiza-se 1.84 a 1.92 mm da extremidade cefdlica e esta rodeada por
labios ligeiramente proeminentes. A cauda tem uma ponta obtusa, curvando ligeiramente no
sentido ventral (Manfredi et al., 2007).
2.2.2 Microfilarias

Tal como ocorre com a D. immitis, a D. repens liberta as microfilarias sem bainha que
vivem na corrente sanguinea. As microfilarias tém a sua extremidade anterior obtusa, a
extremidade posterior é fina e pontiaguda, terminando em curva como uma pega de guarda-
chuva. O seu comprimento esta entre os 300 e os 360 um e a largura ronda os 6 a 8 um,
devendo ser diferenciada de outras microfilarias encontradas no sangue como D. immitis,
Acanthocheilonema (Dipetalonema) reconditum e Dipetalonema dracunculoides (Manfredi et
al., 2007).

2.3Vectores / Hospedeiros Intermediarios

A dirofilariose é transmitida por mais de sessenta espécies de mosquitos, embora
aqueles que desempenham um papel verdadeiramente importante sdo, provavelmente,
cerca de doze (Atkins, 2005).

Os primeiros indicios de que um insecto poderia desempenhar o papel de vector no
ciclo de vida dos nematodes filarideos foram mencionados por Giuseppe Bancroft. Os dados
actuais foram obtidos, na sua maioria, através de experimentacao laboratorial, estudos com
captura de insectos em areas endémicas e achados ocasionais em mosquitos naturalmente

infectados (Cancrini & Kramer, 2001).

Foi assim demonstrado que os nematodes do género

Dirofilaria conseguem desenvolver-se, de forma mais ou

menos completa, num numero variado de artropodes, no
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podem ser agrupados em duas subfamilias: Anophelinae —
incluindo os géneros Anopheles — e Culicinae — incluindo os
géneros Culex (figura 28), Aedes, Culiseta, Mansonia e
o o 3 Figura 28 — Culex pipiens.
Coquilettidia (Cancrini & Kramer, 2001). De todos 0s géneros Fonte: DeVries, 2006
e espécies de vectores, os mais importantes sdo aqueles que nao possuem armadura
bucofaringea, nao sendo portanto capazes de danificar as microfilarias e prevenir o seu
desenvolvimento para o terceiro estadio larvar (Manfredi et al., 2007).
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Os culicideos sao simétricos bilateralmente e possuem um exoesqueleto que os
protege da desidratacdo e confere rigidez. O seu corpo divide-se em cabeca, térax e
abdémen e podem medir entre 4 a 10mm de comprimento (figura 29) (Cancrini & Kramer,
2001).

proboscide f - e || ‘cabeca
!.."1d :.

Figura 29 — Culicideo fémea, vista dorsal. Fonte: adaptado de Cancrini & Kramer, 2001.

Os culicideos tém uma distribuicdo cosmopolita e um nivel de adaptabilidade alto que
assegura a sua presenga nos mais diversos tipos de ambiente e habitats. Sdo encontrados
em baixas planicies, colinas, d&reas montanhosas e habitats marinhos, onde cada espécie
adapta a actividade de postura de ovos e o desenvolvimento larvar a cada tipo de superficie
de agua disponivel. Algumas espécies fazem-no na 4gua da chuva, outros em pogas de
aguas paradas ou em qualquer outra superficie que contenha agua, algumas optam pelas
margens sossegadas de ribeiros e riachos e até em aguas salgadas (Cancrini & Gabirielli,
2007).

Em regibes tropicais, os mosquitos mantém-se activos durante todo o ano, enquanto
em climas temperados os adultos sdo activos durante o final da primavera e durante o
verao, tendo ritmos de actividade sazonais diferentes. As alteragdes climéaticas e ambientais,
principalmente o aumento da temperatura como consequéncia do aquecimento global
influenciam em grande escala os padrdes de actividade dos mosquitos em zonas
temperadas (Genchi, Rinaldi, Cascone, Mortarino & Cringoli, 2005; Cancrini & Gabrielli,
2007).

Os mosquitos machos alimentam-se principalmente de frutas, enquanto as fémeas
sao também hemato6fagas, permitindo assim que estas participem na transmissao da
dirofilariose (Cancrini & Gabrielli, 2007).

Os mosquitos movem-se devido ao seu fototropismo e como resposta a estimulos
quimicos, encontrando assim locais para repousar ou ambientes propicios ao acasalamento
e a ovopostura, podendo ainda encontrar uma fonte de sangue num hospedeiro. Ao seguir
estes estimulos, algumas espécies de culicideos viajam apenas algumas centenas de
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metros desde 0s seus habitats larvares, enquanto outras (especialmente, Aedes spp.)
podem viajar até cerca de 50 quilémetros, sendo suportados pelo vento, num movimento
passivo, ou voando activamente (Cancrini & Gabrielli, 2007).

O comportamento de procura de hospedeiro pode seguir diferentes padroes,
dependendo das espécies. Por exemplo, Culex pipiens e a maioria dos Anopheles sao
activos apenas durante as horas nocturnas, enquanto que An. gambiae, An. balabacensis,
An. maculipennis sdo mais activos durante as primeiras horas da manha e outros como Ae.
Albopictus sao activos ao longo do dia. Algumas espécies, como Ae. aegypti, Ae. caspius,
Ae. vexans e Cx. modestus apresentam dois picos didrios de actividade alimentar, um ao
nascer e outro ao pér-do-sol. Na Europa, a actividade dos culicideos esta limitada ao
periodo de tempo entre a primavera e o verdo (Mattingly, 1969; Di Sacco, Cancrini &
Genchi, 1992; Pollono, Cancrini & Rossi, 1998)

Para além das especificidades de cada espécie, existem ainda outros factores que
modificam a expressao da actividade dos culicideos vectores — a idade da fémea (quanto
mais velha, maior € a probabilidade de esta ja ter adquirido e transmitido agentes
patogénicos, tendo por isso maior importancia epidemiolégica), o estado nutricional (quanto
maior o periodo de privagdo de sangue, mais intenso se torna o padrdo de actividade).

Os mosquitos sao classificados em exofagicos ou endofagicos consoante as suas
preferéncias em alimentar-se no exterior ou no interior das habita¢des. Quanto aos habitos
de repouso, podem dividir-se em endofilicos (depois de se alimentarem, mantém-se nas
habitagdes) ou exofilicos (passam a maior parte do seu tempo no exterior).

Tendo em conta a preferéncia de hospedeiros, algumas espécies sao estritamente
zoofilicas, limitando a sua alimentacao a tipos muito especificos de hospedeiros, e outros
sdo menos restritivos e zoofilicos mais generalistas, conseguindo alimentar-se numa
variedade maior de hospedeiros, existindo ainda os antropofilicos. Estes ultimos tipos tém
uma importancia acrescida na transmisséo da dirofilariose de animais para humanos.

Os estudos feitos tornaram oObvias as diferengas entre os padrées comportamentais
qgue podem influenciar diversos factores epidemioldgicos: a disponibilidade de hospedeiros
vidveis, a temperatura de desenvolvimento das larvas de filarideos dentro do mosquito, a
exposicao a potenciais predadores (ou seja, a esperanga media de vida do mosquito).

A procura de um hospedeiro € uma resposta as cairomonas deste, libertadas como
filamentos descontinuos no vento, dispersando-se num padrao semelhante ao do fumo
quando sai de uma chaminé. Séo as cairomonas que vao definir e orientar a direcgdo do
movimento do mosquito. O didxido de carbono e a emissdo de calor é também um atractivo
para estes mosquitos (Cancrini & Gabrielli, 2007).

Varios estudos na Europa relataram a infecgcdo de varias espécies de mosquitos
infectadas com D. immits: Cx. pipiens em Espanha (Morchén, Bargues, Latorre, Melero-
Alcibar, Pou-Barreto, Mas-Coma & Simoén, 2007), ltdlia (Cancrini, Magi, Gabrielli, Arispici,
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DellOmodarme & Prati, 2006), e Turquia (Yildirim, Inci, Biskin, Ica & Sahin, 2011), Cx.
theileri na Madeira, em Portugal (Santa-Ana, Khadem & Capela, 2006) e nas llhas Canarias
(Morchén, Bargues, Latorre, Pou-Barreto, Melero-Alcibar, Moreno, Valladares, Molina,
Montoya-Alonso, Mas-Coma & Simoén, 2011), Ae. vexans na Turquia (Biskin, DizlQ, Yildirim
& Inci, 2010) e Ae. albopictus, Ae. caspius, An. maculipennis € Cq. richiardii em ltalia
(Cancrini et al., 2006).

Segundo alguns estudos levados a cabo por Di Sacco, Cancrini & Genchi (1992), é
possivel que o cao nao represente o hospedeiro preferido de alguns mosquitos mas que, no
entanto, seja uma fonte de alimento muito importante. A alimentacdo de muitos dos
mosquitos € iniciada ao pbr-do-sol e dura durante toda a noite. A maioria dos cdes tem o
habito de dormir durante as horas nocturnas, oferecendo os seus locais de repouso as
condicbes ideais para os insectos (dioxido de carbono, calor). Por outro lado, os gatos
cacam durante a noite e movimentam-se bastante, pelo que é possivel que a actividade dos
mosquitos seja perturbada pelo movimento. Este facto, juntamente com a pequena massa
corporal dos gatos podera explicar a preferéncia dos insectos pelos cdes e a maior
prevaléncia de infecgdes observada nestes, quando em comparagdo com 0s gatos que,
possivelmente, terdo apenas um papel marginal enquanto reservatério da doenca (Cancrini
& Gabrielli, 2007).

O desenvolvimento dos mosquitos e a sua actividade, sdo regulados pelo clima,
principalmente pela temperatura e humidade, dependendo o desenvolvimento da L3 da
temperatura ambiental, requerendo este 8 a 10 dias a temperatura de 28 a 30°C, 11 a 12
dias a 24°C e 16 a 20 dias a 22°C. Abaixo dos 14°C, o desenvolvimento cessa, mas pode
recomecar se a temperatura voltar a aumentar acima do limite minimo (Cancrini & Gabrielli,
2007).

3. Ciclo de Vida

O ciclo de vida dos filarideos consta de cinco estadios larvares e inclui duas fases de
desenvolvimento: uma num hospedeiro invertebrado intermediario que também é vector
(onde ha desenvolvimento das microfilarias ingeridas até a fase de larva infectante L3) e
outra fase no hospedeiro vertebrado definitivo (maturacdo das L3 até ao estado adulto e
producdo de microfilarias), podendo no total durar entre 6 a 9 meses (figura 30) (Kozek,
Supakorndej & Landmann, 2012). Em cada uma das quatro mudas que ocorre na Dirofilaria,
desenvolve-se uma nova cuticula com caracteristicas estruturais e um perfil de colagénio
proprios (Simén et al., 2012).

Deste modo, os parasitas de Dirofilaria spp., para que possam completar o seu ciclo
de vida e para que se dé a transmissdo, necessitam de um artrépode como hospedeiro
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intermediario e vector, um insecto picador, e um mamifero como hospedeiro definitivo
vertebrado (Ferasin & Knight, 2005; Simén, Siles-Lucas, Morchon, Gonzalez-Miguel,
Mellado, Carretén & Montoya-Alonso, 2012).

Tanto a D. immitis como D. repens apresentam pouca especificidade para os
hospedeiros vertebrados, dada a sua capacidade de infectar as mais diversas espécies de
mamiferos. Entre os mamiferos hospedeiros, estas espécies de Dirofilaria estao melhor
adaptadas aos caes domésticos e selvagens, que servem ainda de reservatorio. Os
humanos sao considerados hospedeiros acidentais e esporadicos. Os gatos sao
hospedeiros menos adequados, nos quais o desenvolvimento parasitario se modifica
dramaticamente quando comparado com os padrées nos caes, acontecendo 0 mesmo com
infeccdes humanas (Simoén et al., 2012).

As microfilarias (L1) de D. immitis e de D. repens sao ingeridas pelos mosquitos num
hospedeiro infectado. Em 24 horas, as microfilarias ingeridas atingem os tubulos de Malpighi
do trato digestivo onde mudam para o estadio larvar L2 em aproximadamente 8 a 10 d.p.i. e
mudam de L2 para L3 cerca de 3 dias depois. A temperatura ambiental é um factor
determinante da velocidade do desenvolvimento das L3 nos mosquitos. A forma infectante
L3 migra para as pegas bucais do vector e mantém-se ai até a préxima refeicao
hematofaga. A invasdo dos tubulos de Malpighi e a migracdo para as pegas bucais
representam etapas criticas para a sobrevivéncia do mosquito, que possuem mecanismos
para limitar a quantidade de larvas infectantes, evitando a sobrecarga e o comprometimento
da sobrevivéncia do vector (Simén et al, 2012). O tempo necessario para 0
desenvolvimento das microfilarias no mosquito até ao estadio infectante depende da
temperatura. A 27°C e a 80% de humidade relativa, o desenvolvimento demora entre 10 a
14 dias (Bowman & Atkins, 2009).

No hospedeiro definitivo, durante uma refeicdo hematéfaga por parte das fémeas da
familia Culicidae, é depositada hemolinfa na ferida de entrada, transportando a L3 infectante
que penetra na pele do hospedeiro, iniciando o seu desenvolvimento. O desenvolvimento
das L3 é continuo, ndo existindo, aparentemente, a capacidade de cessar o processo de
maturagao a partir do momento em que este comega. Apos as L3 penetrarem no hospedeiro
definitivo, a sua maioria vai permanecer nos musculos do local da inoculagdo por, no
minimo, 3 dias. (Bowman & Atkins, 2009). A muda de L3 para L4 ocorre pouco depois da
infecgdo, entre 0 3° e 0 122 dia pds-infecgéo (d.p.i.) (Simén et al., 2012). As larvas acabadas
de mudar para L4 sdo quase do tamanho das L3, comegando a crescer apos 2 a 3 semanas
da infecg¢do, de forma a que um més apds a infec¢ao as larvas tenham cerca de 4mm e aos
dois meses j& tenham 1 cm (Bowman & Atkins, 2009). E mais ou menos nessa altura que
ocorre a muda seguinte, que produz filarias pré-adultas, entre o 50° e o 70° d.p.i. As
primeiras filarias pré-adultas de D. immitis chegam a artéria pulmonar e ao ventriculo direito

do coracao dos canideos entre o 70° e 0 85° d.p.i. e atingem a maturidade sexual aos 120
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d.p.i. (Simon et al., 2012). As primeiras a aparecer nas artérias pulmonares tém 2 a 3 cm de
comprimento. Nesta fase, corre um crescimento rapido, de tal modo que aos 4 m.p.i. estes
nematodes ja tém 10 cm de comprimento e aos 6,5 m.p.i. ja atingiram os 30cm. Os machos
adultos, que atingem até 20 cm, sdo sempre mais pequenos do que as fémeas (Kotani &
Powers, 1982). As fémeas atingem a maturidade sexual e comegcam a produzir o0 primeiro
estado larvar (microfilarias) entre os 6 e os 9 meses pés-infeccdo (m.p.i.) (Simon et al.,
2012; McCall, Genchi, Kramer, Guerrero & Venco, 2008). A fertilizacado € interna, requer um
macho e vai ocorrer nas artérias pulmonares quando as fémeas tiverem aproximadamente 4
meses € 7 a 10 cm. Em infec¢des experimentais, as microfilarias (L1) apareceram apos 6 a
9 meses apos a infecgdo. O percurso adoptado pelas filarias do quarto estadio larvar (L4)
para chegarem, desde os musculos toracicos e abdominais, as artérias pulmonares ainda
nao € bem claro (Bowman & Atkins, 2009).

Os adultos de D. immitis podem viver até aos sete anos e as microfilarias até aos 2
anos (Atkins, 2005). Alguns cées infectados ndo possuem microfildrias no sangue,
resultando daqui infec¢gdes amicrofilarémicas, possivelmente devido a factores como o
envelhecimento das fémeas, infec¢des de filarias de apenas um sexo ou respostas imunes
por parte do hospedeiro (Simén et al., 2012). Normalmente, os hospedeiros caninos tornam-
se microfilarémicos cerca de seis a sete meses apoés a infecgao (Atkins, 2005).
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Figura 30 — Ciclo de vida da Dirofilaria immitis no cao. Fonte: adaptado de Atkins, 2005
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Nos gatos, a maturacao dos adultos de D. immitis estende-se para além dos 8 m.p.i.,
tendo neste hospedeiro uma esperanca média de vida inferior as infeccées em caes (no
maximo, cerca de 2 anos) e geralmente nao ocorre produc¢ado de microfilarias mas, quando
ocorre, € transiente e com baixa intensidade (Manfredi et al., 2007).

A D. repens aloja-se nos tecidos subcutdneos apds ser inoculada pelo mosquito,
onde muda para L4 e ai se mantém até ser adulta (Tarello, 2011) e atingir a maturidade
sexual, entre os 6 e 0s 9 m.p.i., podendo, no entanto, também ser encontrada na cavidade
abdominal e nas fascias musculares (Manfredi et al., 2007).

Os humanos nao sdo hospedeiros adequados as espécies de Dirofilaria, dado que se
desviam dos padrdes de desenvolvimento ja descritos. As larvas imaturas de D. immitis séo
capazes de chegar a ramos da artéria pulmonar, desencadeado uma resposta inflamatéria
que as destrdi e, ocasionalmente, resulta na formagao de nddulos pulmonares. As filarias de
D. repens provocam nodulos subcutaneos que podem atingir a regiao ocular em humanos
(Simén, Lépez-Belmonte, Marcos-Atxutegi, Morchén & Martin-Pacho, 2005). Ambas as
espécies podem infectar outras regides anatémicas para além das descritas, mas apenas
acidentalmente (Pampiglione & Rivasi, 2000). Recentemente Chopra, Bhatti, Mohan &
Taneja (2012) descreveram, na india, um caso raro de dirofilariose ocular num homem com
25 anos que apresentava dor e inflamacéo do olho, tendo sido retirado um parasita vivo e

com motilidade elevada da cAmara anterior.

4. Relacao Parasita-Hospedeiro

As relagdes entre parasitas e hospedeiros na dirofilariose s&o complexas dada a
capacidade da D. immitis e D. repens infectarem diferentes hospedeiros nos quais adquirem
diferentes graus de adaptacdo e onde os parasitas atingem diversos niveis de
desenvolvimento, a capacidade de evasdo e modulagdo de resposta imune, de interaccao
com o ambiente vascular e ainda devido a presenca da bactéria simbiotica Wolbachia, quer
nos primeiros estadios larvares quer nos adultos, em ambas as espécies supracitadas,
sendo os hospedeiros infectados expostos a antigénios quer dos nematodes quer das
bactérias. Os tipos de resposta induzida pelos dois conjuntos antigénicos e a predominancia
de um sobre o outro estao relacionados com a sobrevivéncia ou morte do parasita e com a
resposta inflamatéria encontrada nos casos de dirofilariose (Simén, Kramer, Roman, Blasini,
Morchoén, Marcos-Atxutegi, Grandi & Genchi, 2007; Gonzalez-Miguel, Gussoni, Morchon,
Mellado & Simén, 2012).

A percentagem de microfilarias ingeridas que completam o seu desenvolvimento no
vector até a fase infectante L3 pode variar entre 0 - 100%. Geralmente, o vector eficiente é a

fémea que controla a invasao parasitaria e permite o desenvolvimento do maximo de larvas
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compativel com a sua propria sobrevivéncia. As varias espécies de mosquitos e 0s varios
individuos dentro de cada espécie poderdao ser vectores mais ou menos eficientes
dependendo de varios factores. Como a carga parasitaria pode afectar a sobrevivéncia do
mosquito, estes possuem varios mecanismos de defesa que utilizam de modo a controlar e
bloguear o desenvolvimento larvar, evitando uma sobrecarga de larvas infectantes (Cancrini
& Gabrielli, 2007; Vegni-Talluri & Cancrini, 1994).

Os vectores sao capazes de limitar o numero de larvas que podem progredir para L3
através do reconhecimento antigénico e de mecanismos de defesa humorais e celulares
(figura 31). Foi identificado um polipéptido antimicrobiano — defensina — na hemolinfa do
mosquito inoculada com L3 de D. immitis. Os vectores exibem ainda a capacidade de
encapsulagdo das L3 nos tdbulos de Malpighi, através de uma reaccdo melandtica
(melanina produzida nos hemdécitos, através da converséo da tirosina) que provoca a morte
das larvas. A tirosina é um factor limitante de todo o processo e pode ser exdgena ou derivar
da fenilalanina. Existem ainda outros mecanismos e estruturas que contribuem para a
destruicdo das larvas, tais como a armadura bucofaringea ou cibarial; a secre¢ao de
moléculas que afectam epicuticula das larvas e a coagulagdo do sangue, que prende as
microfilarias no trato digestivo dos vectores, impedindo a progressao para os tubulos de
Malpighi (Simén et al., 2012; Castillo, Stuart, Reynolds & Eleftherianos, 2011).

Microfilarias desenvolvem-se Microfilarias acedem a hemolinfa e
nos musculos toracicos migram até aos musculos toracicos

s Dory Secrecdo de AMP a partir do
L3 migra para a corpo adiposo

cabeca e proboscide ]
Respostas de melanizacdo

e encapsulacédo

Hemécitos

Larvas injectadas no
hospedeiro durante uma
refeicdo de sangue

Microfilarias deslocam-se
pelo esofago até ao intestino

Ingestdo de microfilarias durante
uma refeicdo de sangue

TRENDS in Parasitology I

Figura 31 — Interaccéo entre filarideos e mosquito vector (AMP — péptidos antimicrobianos; fat body — corpo
adiposo). Fonte: Castillo et al., 2011.

A presenca de uma armadura cibarial é um eficiente mecanismo para danificar

microfilarias a medida que estas passam pela faringe, existindo uma actividade de
abertura/fecho da bomba cibarial, munida com dentes afiados que lesionam a cuticula das
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microfilarias, provocando a sua morte embriondria e consequente eliminagcao. O tempo de
coagulagcdo do sangue ingerido durante a refeicdo é outro factor que influencia a
competéncia do vector, pois se 0 sangue coagular rapidamente, as microfilarias ficam
presas no trato digestivo e ndo conseguem alcancar os tdbulos (Cancrini & Gabrielli, 2007).
Os mosquitos que produzem substancias anticoagulantes sdo mais receptivos a infecgao,
pois facilitam a chegada das microfilarias aos tubulos de Malpighi. Conhecem-se ainda
outros mecanismos de defesa e controlo da carga parasitaria, como a secrecdao de
substancias indutoras da lise epicuticular (ocorre, por exemplo, em Ae. aegypti). Os
hemocitos ndo sdo capazes de causar dano algum nas L3 que, ao deixarem os tubulos,
migram até a cabeca do insecto (Vegni-Talluri & Cancrini, 1994; Castillo et al., 2011). Outro
mecanismo de defesa, embora um pouco menos eficiente, € baseado na habilidade do
mosquito para controlar os tempos de desenvolvimento das larvas, que possam tornar-se
incompativeis com a longevidade da vida do mosquito. A receptividade/refractariedade para
com a infeccao e a eficiéncia do mosquito enquanto vector, quer para D. immitis quer para
D. repens, € geneticamente determinada e é controlada por um alelo recessivo ligado ao
sexo (Cancrini & Gabrielli, 2007).

A importancia do mosquito na epidemiologia da dirofilariose ndo depende s6 da
receptividade a infeccdo ou da eficiéncia da transmissdo das larvas infectantes, mas
também do tamanho da populagdo de vectores, dos seus padroes de alimentagao,
esperanca média de vida e sazonalidade. Para que haja transmissao, o vector deve fazer
pelo menos duas refeicbes hematdfagas. As espécies autdbgenas, que conseguem usar
reservas proteicas durante os estadios larvares para produzir o primeiro lote de ovos e
completar um ciclo gonotréfico sem necessidade de refeicdo sanguinea, tém menor
importancia enquanto vectores do que as espécies que requerem necessariamente varias
refeicbes hematofagas para fazer a ovopostura, aumentando assim as hipdteses de
aquisicao de larvas e sua transmissao. A longevidade do insecto deve ser longa o suficiente
para garantir o desenvolvimento larvar até ao estadio infectante, sendo influenciada pelo
comportamento exofagico ou exofilico de certas espécies. A actividade sazonal também &
importante e as espécies que se reproduzem activamente durante todo o ano ou diversas
vezes durante o verao sdao mais eficientes. A temperatura, humidade e predagédo sao outros
dos factores que influenciam a sobrevivéncia do mosquito (Cancrini & Gabrielli, 2007).

O aquecimento global afecta o sistema parasita-hospedeiro ao influenciar a
amplificacao e emergéncia de populagdes de parasitas, induzindo altera¢des nas taxas de
desenvolvimento e sobrevivéncia, quer do parasita quer do vector, e alterando a dinamica

da transmissao sazonal (Morchén, Carretén, Gonzélez-Miguel & Mellado-Herndndez, 2012).
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5. Wolbachia

Samuel Wolbach e Mashal Hertig desenvolveram os primeiros estudos acerca da
presenca e identificacdo de microrganismos em artrépodes, que resultou na descoberta da
Wolbachia em Culex pipientis, em 1924, sendo feita a descricdo do género Wolbachia, em
1936 (Kozek, Gonzalez & Amigo, 2007).

Na década de 70, foram observadas bactérias intracelulares em varios nematodes
filarideos, incluindo D. immits, Onchocerca volvulus, Litomosoides sigmodontis e Brugia
malayi, através da microscopia electronica (Bandi, Treesb & Brattig, 2001). A primeira vez
que foi descrita a existéncia de uma estrutura intracelular em filarias, foi numa D. immitis
(Harada, Maeda, Nakashima, Sadakata, Ando, Yonamine, Otsuji & Sato, 1970), tendo sido
mais tarde demonstrado a natureza bacteriana dessas estruturas intracelulares, tendo-se
ainda provado que se tratavam de gram-negativos (McLaren, Worms, Laurence & Simpson,
1975). Duas décadas depois, através de estudos com microscopia electrénica e técnicas
moleculares, foi demonstrado que a bactéria observada pertencia a ordem Rickettsiales,
classe Alphaproteobacteriae e género Wolbachia e é intracelular obrigatéria (Sironi M, Bandi
C, Sacchi L, Di Sacco B, Damiani G, Genchi C., 1995; Hise, Gillette-Ferguson & Pearlman,
2004).

Existem varias razdes que justificam a teoria de que a presencga da Wolbachia no seu
hospedeiro filarideo é essencial para a sobrevivéncia deste: a prevaléncia da bactéria é de
100% nas filarias passiveis de a conter; a evolucdo da Wolbachia acompanha a evolucao
dos nematodes filarideos, os estudos filogénicos provam que os dois organismos se
encontram interligados ha milhdes de anos; a transmissao faz-se da fémea para as suas
microfilarias, aumentando assim nado s6 o numero de Wolbachia como o de larvas; a
eliminacdo da Wolbachia com antibioterapia conduz a esterilidade das fémeas e morte dos
adultos. Ainda ndo é claro de que forma é que a Wolbachia desempenha este papel tao
importante para o seu hospedeiro, mas foi sugerido a bactéria podera produzir moléculas
importantes para as larvas do coracao, como por exemplo glutationa (Kramer, 2007) e ja se
demonstrou que as filarias, por sua vez, contribuem para o crescimento bacteriano,
fornecendo aminoéacidos (Simén et al., 2012; Scott, Ghedin, Nutman, McReynolds, Poole,
Slatko & Foster, 2012).

A Wolbachia pode ser observada isolada ou em clusters (figura 32) e tem uma
relacdo simbidtica com os mais diversos organismos, incluindo a maior parte dos parasitas
filarideos da familia Onchocercidae, subfamilia Onchocercinae e Dirofilariinae, como a D.
immitis e D. repens (Barton, Slatko, Taylor & Foster, 2010). Em todos os nematodes que
contém Wolbachia e que foram bem examinados, a bactéria foi observada, estando
presente em todas as etapas do ciclo de vida do nematode e em ambos 0s sexos, nas
células hipodérmicas das cordas laterais (invagina¢des da hipoderme da parede corporal
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que se projectam para a cavidade corporal). Também foram encontradas nos ovarios,
oocistos e em estadios embrionarios em desenvolvimento no utero da fémea, mas nunca no
sistema reprodutivo do macho. Isto sugere que a bactéria é transmitida verticalmente

através do citoplasma dos ovos (Pfarr, Foster & Slatko, 2007).

| P ks
Figura 32 — Corte transversal de uma fémea de D. immitis onde foi feita uma marcagéo com anticorpos
policlonais contra a proteina de superficie da Wolbachia. Fonte: Kramer, 2006.

Tendo em conta que nos nematodes passiveis de conter Wolbachia, a prevaléncia
da infeccao é de 100%, tudo indica que existe uma endossimbiose obrigatéria e que a
bactéria € necessaria para a fertilidade, desenvolvimento e sobrevivéncia do nematode
(Pfarr et al., 2007; Frank & Heald, 2010). A propor¢cdo da Wolbachia varia conforme o
estadio do ciclo de vida e a sua quantidade mantém-se constante nas microfilarias e nos
estadios larvares dentro do mosquito (L2 e L3) mas, pelo contrario, as quantidades de
bactéria aumentam dramaticamente durante a primeira semana de infec¢ao no hospedeiro.
O aumento persiste durante o estadio de L4. Nas fémeas, o numero de bactérias continua a
aumentar a medida que os ovarios e os estadios larvares embrionarios ficam infectados
(Pfarr et al., 2007).

A Wolbachia também desempenha um papel muito importante na resposta imunitéria
do hospedeiro a invasao por fildrias e os seus produtos induzem uma potente actividade
inflamatdria associada a libertagdo de moléculas de origem bacteriana, especialmente apos
tratamentos com farmacos que causam a morte do parasita no hospedeiro (reacgdo de
Mazzotti). (Kramer, Grandi, Leoni, Passeri, McCall, Genchi, Mortarino & Bazzocchi, 2008).
Foram realizados estudos que sugerem que a Wolbachia esta envolvida nos processos de
muda e embriogénese das filarias, tendo sido demonstrados fortes indicios de uma
dependéncia obrigatéria da Wolbachia no hospedeiro filarideo, através do uso de
antibidticos (doxiciclina, tetraciclina, rifampicina e azitromicina) que exibiram efeitos danosos
nos nematodes que continham Wolbachia (fémeas estéreis, efeitos letais, entre outros),
enquanto que em filarias sem Wolbachia ndo se observaram quaisquer efeitos (Pfarr et al.,
2007; Simén et al., 2012).
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A Wolbachia pipientis é a Unica espécie do género identificada até hoje, no entanto,
dadas as observagodes feitas de Wolbachia em nematodes filarideos e em artrépodes, nos
quais apresenta comportamentos diferentes, esta designacao Unica para todos os individuos
do género podera ser meramente semantica. Uma vez que existem incertezas acerca da
possibilidade de a bactéria representar diversas espécies, muitos investigadores utilizam
simplesmente Wolbachia, um termo conveniente € bem aceite, mas que possivelmente ndo
sera taxonomicamente correcto (Lo, Paraskevopoulos, Bourtzis, O’Neill, Werren,
Bordenstein and Bandi, 2007).

Actualmente, considera-se que a Wolbachia € um alvo essencial nos protocolos
terapéuticos para controlo da dirofilariose. O principio de tratamento através de antibioticos
estd bem estabelecido, baseado em diversos estudos que relatam os efeitos anti-filarideos
de moléculas como a doxiciclina. Os efeitos colaterais nos nematodes incluem a inibicao da
embriogénese, infertilidade, inibicdo do desenvolvimento larvar e actividade macrofilaricida.
Estes efeitos indicam claramente que a bactéria proporciona fungdes essenciais ao
hospedeiro nematode e permite 0 seu correcto desenvolvimento e viabilidade. Além disso,
em nenhum estudo foi possivel a producdo de larvas viaveis que estivessem totalmente
livres das suas Wolbachia (Barton et al., 2010).

Foi demonstrado que a antibioterapia tem efeitos benéficos no controlo da
dirofilariose. O efeito na diminuicao e eliminacao da Wolbachia, por si s, ja é benéfico se se
considerar que a bactéria € uma potencial causadora de inflamagdo no decorrer da
dirofilariose. Estudos experimentais em caes naturalmente infectados demonstraram que o
tratamento com doxiciclina antes do tratamento com adulticida (melarsomina) ajuda na
reducao das reaccoes inflamatérias devido a morte das filarias adultas, havendo niveis mais
baixos de anticorpos contra a Wolbachia e de interleucina 8 (citoquina envolvida no
recrutamento de neutréfilos) (Kramer, 2007).

Uma das areas de investigacido em que se comecara a investir futuramente inclui a
possibilidade de diagnéstico fazendo uso de respostas imunes especificas a Wolbachia, a
sua potencial actividade immunomoduladora e os efeitos do tratamento com antibibticos em

animais infectados (Kramer, 2007).

6. Epidemiologia

A D. immitis é uma doenca que afecta essencialmente canideos e felideos
domésticos e selvagens, distribuindo-se por zonas que apresentam temperaturas altas e
humidade em determinada altura do ano, ja que estas condi¢des favorecem a manutengao
de abundantes populagdes de mosquitos vectores. Em zonas tropicais, a transmissao ocorre

durante todo o ano, enquanto que nas zonas temperadas, o periodo de transmissio esta
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dependente das condigdes do local (Martin, Garcia & Gonzalez-Miguel, 2010). Enquanto a
D. immitis, sendo cosmopolita, se distribui pelo mundo inteiro, a D. repens é praticamente
exclusiva da Europa, Asia e Africa. Grande parte da informacao disponivel tem origem num
numero limitado de paises nos quais a dirofilariose €, ha varios anos, considerada um sério
problema médico e veterinario. Com o aumento da frequéncia da doenca, os dados ja
comegam a ser gerados em paises onde a dirofilariose nado tinha ainda sido documentada
anteriormente ou onde a informagéo disponivel era muito limitada (Simén et al., 2012).

A populagdo canina em maior risco € a que se encontra mais exposta aos vectores,
como € o caso dos cées sem controlo sanitario, em zonas rurais, sem abrigos permanentes,
usados para cacga, pastoreio, competicdo ao ar livre e aqueles que fazem movimentacoes
para zonas endémicas (Tzipory, Crawford & Levy, 2010).

Verifica-se alguma preferéncia (embora pouco marcada) relativamente ao sexo e a
raga, uma vez que estes condicionam a aptiddo e a exposi¢cdo do animal. Os machos
poderdo ter maior probabilidade de se infectar do que as fémeas, segundo um estudo feito
por Montoya, Morales, Ferrer, Molina & Corbera (1998) em que 56,19% dos machos se
encontravam infectados contra 43,81% das fémeas. Isto pode estar relacionado com o facto
de os machos serem mais frequentemente escolhidos para defesa de propriedades,
passando mais tempo no exterior e estando, por isso, mais expostos (Song, Lee, Hayasaki,
Shiramizu, Kim & Cho, 2003). A idade é um factor de risco também importante, dado que
quanto mais velho for o animal, naturalmente mais tempo esteve exposto aos vectores
(Montoya et al., 1998; Genchi, Guerrero, McCall & Venco, 2007a) e mais numerosas foram
as oportunidades para se tornarem infectados (Mircean, Dumitrache, Gyoérke, Pantchex,
Jodies, Mihalca & Cozma, 2012). Segundo um estudo de Song et al. (2003) os animais com
idade superior a seis anos sao os mais afectados. Embora a raga ndo parega ter influéncia
na infeccéo, os mosquitos parecem seleccionar areas com menos pélo para picar (Kittleson
& Kienle, 1998), pelo que se pode pensar que ragas com pélo mais curto poderao estar mais
susceptiveis. Noutro estudo recente, Mircean et al. (2012) demonstraram que nao existem
diferengas na infecgdo de animais de raga pura ou cruzados, realgando que, no entanto,
podera ser mais provavel os proprietarios aderirem a tratamentos profilacticos
antihelminticos em animais de racga pura do que em animais sem raga definida. No entanto,
isto é um facto relativo, que depende muito mais do proprietario do que de caracteristicas
intrinsecas do animal.

Até 2001, a dirofilariose cardiopulmonar encontrava-se essencialmente nos paises
do sul da Europa, como a Espanha, Portugal, Itdlia e Franga. A Grécia, Turquia e alguns
paises orientais relataram alguns casos dispersos, enquanto no centro e no norte da Europa
apenas casos isolados foram relatados (Morchén et al., 2012). Em 2011, a dirofilariose
permanece endémica e continua a disseminar-se para além dos paises do sul da Europa

(figura 33) (Morchon et al., 2012).
45



Em Portugal, o primeiro estudo publicado demonstra prevaléncias de dirofilariose
cardiopulmonar de 16,7% no Ribatejo, 16,5% no Alentejo e 12% no Algarve, tendo a llha da
Madeira a prevaléncia mais alta, com 30% dos céaes infectados com D. immitis (Araujo,
1996). Em 2011, a prevaléncia global determinada para o norte e centro-norte de Portugal
foi de 2,1%, sendo as prevaléncias mais altas registadas em Aveiro (6,8%) e em Coimbra
(8.8%) (Balreira, Silvestre-Ferreira, Fontes-Sousa, Vieira, Carretén & Montoya-Alonso,
2011).

Até ha alguns anos atras, o interesse pela dirofilariose focava-se, essencialmente, na
D. immitis, dada a sua patogenicidade nos animais de companhia. Com a disseminagao da
D. repens pelo leste e norte da Europa, surge de novo o interesse por esta espécie. Ambas
as espécies de Dirofilaria sdo zoonoticas e as infecgdes por D. repens em humanos tem
aumentado drasticamente na Europa. Os parasitas ndo se desenvolvem, geralmente, até ao
estadio de adulto nos humanos, mas ja foram relatados trés casos de microfilarémia em

infecgbes zoondticas na Europa (Genchi, 2011).
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Figura 33 — Comparagéo da distribuigdo geografica na Europa da dirofilariose cardiopulmonar registada em caes
entre 2001 e 2011. (Vermelho escuro — zonas endémicas; Rosa — casos esporadicos)
Fonte: Morchén et al., 2012.

As alteragbes climaticas e ecologicas que o planeta tem vindo a sofrer tém,
inevitavelmente, impacto sobre a disseminagédo das doencgas transmitidas por vectores, uma
vez que os artrépodes sao especialmente sensiveis aos factores climatéricos, que
influenciam em grande escala os seus habitats. Segundo Morchén et al. (2012), a
prevaléncia da dirofilariose tem vindo a aumentar e a disseminar-se para o nordeste e centro
da Europa. O aumento generalizado do movimento de caes infectados pela Europa, o
aumento da preocupagao e interesse pela doenca, as alteracfes climaticas, a emergéncia
de novas espécies de vectores e alteragdes nos ecossistemas devido a actividade humana,
poderdo ser algumas das causas possiveis para o aumento que se verifica (figura 34)
(Morchén et al., 2012). No hemisfério norte, os meses mais favoraveis a transmissdo da

dirofilariose sao Julho e Agosto (Montoya, Morales, Juste & Corbera, 2007).
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Figura 34 — Actual distribuigao geogréfica de dirofilariose canina (Azul — D. immitis; Verde — D. repens; Laranja —
ambos). Fonte: Simén et al., 2012)

6.1 Alteracoes Climaticas

A transmissao da dirofilariose para caes e gatos € influenciada por varios factores,
sendo o mais importante a temperatura ambiental. O desenvolvimento da D. immitis para L3
nos mosquitos ocorre a um ritmo que depende da temperatura, podendo ndo se dar o
desenvolvimento caso a temperatura se afaste do limiar de cerca de 14°C (Genchi et al.,
2007a). Para além disso, as alterac6es climaticas, influenciadas pelo aguecimento global,
criaram condigbes mais adequadas ao desenvolvimento da populagao de vectores, levando
ao aumento da sua distribuicao geografica e do numero de mosquitos capazes de transmitir
a doenga. Estas alteragdes ndo sé influenciam a disseminacdo da dirofilariose como
também de outras doencgas transmitidas por vectores.

Para ilustrar o impacto do clima na distribuigcdo e prevaléncia da dirofilariose, existe o
exemplo da ilha da Gran Canaria, hiperendémica, com 40 km de diametro e dividida em
quatro diferentes areas isoclimaticas que dependem da altitude e com diferencas de
temperatura e humidade marcadas entre elas. Como consequéncia, a prevaléncia da
dirofilariose varia entre 12 a 32% entre as populagbes caninas de cada zona (Montoya-

Alonso, Mellado, Carretdon, Cabrera-Pedrero, Morchén & Simén, 2010a).

6.2 Actividade Humana e Outros Factores
Ha que ter ainda em conta as alteragbes na ecologia e nos habitats, na
disponibilidade da agua, a poluicdo e o desenvolvimento de resisténcias a insecticidas. A
construcado de edificios e a actividade humana em novas zonas também representa um
factor importante que aumenta a densidade de potenciais hospedeiros e cria um ambiente

adequado a proliferacao de certas espécies de mosquitos. A criagdo de lotes residenciais
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em areas nao endémicas ou com baixas incidéncias leva a disseminacao da dirofilariose, ao
alterar a drenagem de terras e providenciar fontes de agua em novas zonas urbanas. A
expansao urbana tem levado a formacao de “ilhas de calor’, uma vez que os edificios retém
calor durante o dia e, consequentemente, irradiam-nos durante a noite, criando
microambientes propicios ao desenvolvimento das larvas nos seus vectores durante os
meses frios, ampliando assim o periodo de transmissdo da dirofilariose. Tendo estes
factores em conta, os ambientes mais favoraveis para a disseminagdo da dirofilariose
caracterizam-se por humidades e temperaturas altas (Morchon et al.,, 2012). Foi
demonstrado que terras irrigadas para a agricultura apresentam prevaléncias mais altas

(Montoya-Alonso, Carretén, Juste, Mellado, Morchén & Simén, 2010b).

6.3Influéncia da Profilaxia — o exemplo Canario

Tendo em conta os resultados dos estudos epidemiologicos levados a cabo entre
2001 e 2011, foi registada uma diminuicdo nas prevaléncias da dirofilariose nas areas
hiperendémicas. Isto deve-se a implementacdo de protocolos de prevengdo da infeccao
rigorosos e a informacao e educacao dos proprietarios, acompanhado por uma melhor e
maior compreensao acerca da doenca (Montoya-Alonso et al., 2010b).

Um bom exemplo da influéncia da profilaxia € o caso da ilha de Gran Canaria, onde
se verificou uma diminuicdo da prevaléncia de D. immitis de 58,9% para 19,2% no espaco
de 13 anos, devido a aplicacdo generalizada de quimioprofilaxia (Montoya-Alonso, Carreton,
Corbera, Juste, Mellado, Morchén & Simoén, 2011).

Quadro 1 — Quadro-resumo dos factores que Influenciam a Transmissao e Distribuicdo de Dirofilaria spp.
(adaptado de Gonzalez-Miguel, Gussoni, Morchén, Mellado & Simén, 2012)

Intervengao_Humana no Intervengao_ Humana no Factores Climaticos
Ambiente Animal

v Diagnéstico precoce

v" Urbanizagbes v Profilaxia adequada v Temperatura
v" Prevencao das picadas

; . v Vi .

v Areas irrigadas V|ag'enAs ) v" Humidade

v" Resisténcias

7. Aspectos Clinicos e Patogénese da Dirofilariose

7.1Dirofilariose Cardiopulmonar

A dirofilariose cardiopulmonar canina € uma doenca grave e potencialmente fatal
causada pelos nematodes adultos de D. immitis e os seus produtos antigénicos, incluindo a
bactéria simbiética Wolbachia (Simén et al., 2012). A severidade da patologia
cardiopulmonar é determinada pela carga parasitaria, pela resposta imunitaria do
hospedeiro, duragédo da infecgao e nivel de actividade fisica do hospedeiro (Guerrero, 2005).
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A infeccdo por D. immitis € caracterizada pela existéncia de diferentes quadros
clinicos, provocados quer pelos adultos quer pelas microfilarias. No entanto, a patofisiologia
da dirofilariose cardiopulmonar deve-se, essencialmente, a presenca de adultos nas artérias
pulmonares (Simén et al., 2012). As microfilarias desempenham um papel menor na
patogenia da doenca, podendo causar pneumonite, glomerulonefrite e hipersensibilidade as
microfilarias nalguns individuos. Além disso, quando o tratamento provoca a morte massiva
das microfilarias, pode ocorrer choque sistémico (Grandi, Zivicnjak & Beck, 2007).

Como foi referido acima, as filarias adultas localizam-se nas artérias pulmonares e
coracao direito, no entanto, as L5 imaturas podem, embora raramente, migrar para locais
aberrantes, ficando 14 presas, como o cérebro, medula, espago epidural, cAmara anterior do
olho, vitreo e cavidade peritoneal. Foi relatado, inclusivamente, um caso de achado
acidental de vermes na cavidade abdominal aquando de uma cirurgia de rotina
(ovariohisterectomia) (Oh, Jun, You, Hayasaki & Song, 2008). Embora o espectro de
patologias relacionadas com a dirofilariose seja largo, a mais importante no cdo é a
insuficiéncia cardiaca congestiva (cor pulmonale) (Grandi, Zivicnjak & Beck, 2007).

A dirofilariose cardiopulmonar tem, quase sempre, uma progressao cronica,
apresentando primeiramente efeitos pulmonares e vasculares e podendo depois afectar as
camaras do lado direito do coragao. Posto isto, embora a designacao “doenca do verme do
coracao” sugira um envolvimento cardiaco primario, a localizagcao principal dos parasitas e
0s primeiros danos causados ocorrem nas artérias pulmonares, pelo que a dirofilariose
deveria ser considerada uma doenca pulmonar que, nas suas fases finais, envolve o
coracdo direito (Venco, 2007a).

O quadro clinico desenvolve-se como consequéncia de uma reacc¢ao inflamatéria nos
pulmdes e outros 6rgaos causada pela presenca de filarias adultas na artéria pulmonar,
ventriculo direito e nos grandes vasos adjacentes como as veias cavas caudal e craneal, e
pela presenca de microfilarias. A maioria dos canideos infectados ndo apresenta sinais
clinicos durante anos, dependendo isto dos diversos factores que determinam a severidade
da infecgdo. A leséo arterial € sempre maior em canideos que pratiquem um exercicio fisico
mais intenso (Grandi, Zivicnjak & Beck, 2007).

Com a chegada dos parasitas as artérias pulmonares, as células endoteliais da
tunica intima vascular proliferam, resultando numa endarterite. Os espagos intercelulares
aumentam, as células deformam-se e a elasticidade das paredes arteriais altera-se. A
superficie arterial lesada facilita a passagem de albumina, plasma e células sanguineas para
0 espago perivascular, estimulando a proliferacdo de células musculares lisas na tunica
media vascular que migram para o lumen e induzem a formacdo de vilosidades
intravasculares (endarterite pulmonar proliferativa), cuja severidade estd directamente
relacionada com a duracdo da infeccdo, carga parasitaria e intensidade da resposta
imunitaria do hospedeiro. A parede arterial torna-se rugosa e com aspecto aveludado, ao
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mesmo tempo que ocorre uma reduc¢ao do lumen e da elasticidade das artérias pulmonares,
gue nao sao capazes de se expandir quando é necessario oxigénio durante o exercicio
(figura 35) (Guerrero, 2005). A doenca pulmonar desenvolve-se como consequéncia destas
alteracdes vasculares. Fluidos e proteinas difundem-se através da parede vascular
danificada, causando edema e inflamacao do parénquima pulmonar. As lesdes vasculares
podem levar a ruptura dos vasos pulmonares devido ao aumento brusco da carga cardiaca
associado ao esforgo e devido a hemoptise e hemorragia pulmonar severas.

Figura 35 — Alteragbes patologicas induzidas pelos adultos nas artérias pulmonares (seta preta — adulto; seta
amarela — vilosidades intravasculares bem desenvolvidas). Fonte: adaptado de Simén et al., 2012.

Enquanto se d4d uma progressao crénica da doenga, a morte das filarias — quer
espontanea quer devido ao tratamento com filaricidas, causa efeitos adversos agudos
caracterizados por tromboembolismo e inflamagdo severa, podendo ameacar a
sobrevivéncia do animal.

Durante as fases crénicas da doenca podem surgir quadros agudos. Por exemplo,
depois de um tromboembolismo espontédneo causado pela morte natural de muitas filarias
(principalmente L5 ou pré-adultos) os canideos podem manifestar dispneia e hemoptise
(Corrales, 2011a).

Na dirofilariose, distinguem-se quatro sindromes possiveis: a hipertensao pulmonar,
a insuficiéncia cardiaca congestiva direita, a sindrome de veia cava e a pneumonite alérgica
ou dirofilariose oculta. Qualquer destes sindromes pode agravar-se devido a complicacées
tromboembdlicas causadas pela morte dos parasitas (Grandi, Zivicnjak & Beck, 2007).

A hipertensdo pulmonar tem origem na redugéao do didmetro do limen das artérias
pulmonares causada pela alteracdo da parede arterial, podendo haver oclusdo por
vilosidades, trombos e parasitas, juntamente com mediadores de inflamacgao. Isto vai gerar
uma sobrecarga do lado direito do coragdo, induzindo cor pulmonale, uma insuficiéncia
congestiva direita associado a hipertrofia e dilatagcdo, agravada ainda por alteracdes na
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valvula tricuspide. Na faléncia cardiaca congestiva direita existe uma congestdo venosa
generalizada como consequéncia do aumento da pressao sistémica venosa (Simoén et al.,
2012).

A sindrome de veia cava é uma complicacdo grave frequentemente observada em
caes de pequeno porte, geralmente machos (75 a 90%), com cargas parasitarias superiores
a 60 parasitas. A sindrome ocorre devido a migracao retrograda dos vermes adultos desde
as artérias pulmonares até a veia cava e ao atrio direito, produzindo obstrucdo ao fluxo
sanguineo e alterando a cinética e fun¢do da valvula tricuspide, conduzindo a um aumento
de pressdo no ventriculo direito e obstrucdo do lumen valvular e do sangue circulante,
produzindo insuficiéncia da tricuspide (Atkins & Bowman, 2009). Estes factores geram
sobrecargas volumétricas e de pressao no atrio direito e na veia cava caudal, com elevagéo
marcada da pressao venosa e dificultada na circulagéo de retorno (figura 36). A sindrome de
veia cava gera ortopneia e insuficiéncia respiratéria grave, murmurios cardiacos
pansistélicos com regurgitagdo da tricuspide e hemoglobinuria causada pela hemdlise
devido a turbuléncia produzida pela interferéncia dos parasitas acumulados ao fluxo
sanguineo (Atkins, 2005). Pode também surgir fadiga extrema, intolerdncia completa ao

exercicio, pulso jugular, hemolise, hemoglobinuria e coagulagdo intravascular disseminada

(CID), anorexia e morte por choque cardiogénico (Simén et al., 2012).
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Figura 36 — Patogénese da disfuncdo cardiaca induzida pela sindrome de veia cava da dirofilariose. A sindrome
de veia cava complica a dirofilariose crénica quando ocorre a migracédo retrégrada dos parasitas das artérias
pulmonares para a veia cava e atrio direito. A fungdo da valvula tricispide é alterada, resultando numa
incompeténcia da mesma. A regurgitagdo da tricispide sobrepde-se a hipertensdo pulmonar. A pré-carga
ventricular esquerda diminui, seguido de uma falha cardiaca congestiva de baixo output. Ocorre desvio do septo
a esquerda e movimento septal a direita que contribui para a baixa pré-carga do ventriculo direito. CO — output
cardiaco; PAP — hipertensdo pulmonar; CVP — pressdo venosa central; RAE — aumento do atrio direito; APC —
complexo atrial prematuro; VPC — complexo ventricular prematuro; RVH — hipertrofia do ventriculo direito; RVP —
pressdo ventricular direita; RVE — aumento do ventriculo direito; LVV — volume ventricular esquerdo. Fonte:
adaptado e traduzido parcialmente (excepto siglas) de Atkins, 2005.
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Alguns caes com dirofilariose oculta exibem pneumonia eosinofilica que produz
stress respiratério severo. Este sindrome respiratorio é causado pela reacgao inflamatéria
eosinofilica aos antigénios das microfilarias na microcirculagdo pulmonar, que conduz a uma
disfuncéo alveolar e alteracbes das trocas gasosas, resultando em hipoxémia, hipdxia e
insuficiéncia respiratéria severa. Outra forma de lesdao do parénquima pulmonar € a
granulomatose eosinofilica, muito pouco comum (Atkins, 2005). As filarias podem produzir
lesbes noutros érgaos quando adoptam localizagcdes aberrantes como o cérebro, figado,
olhos e cavidade peritoneal. Muitos animais ndo manifestam sintomas destas lesdes durante
meses ou anos, dependendo da carga parasitaria, reactividade individual e actividade fisica
do animal (Corrales, 2011a).

A nivel hepético, a congestdo venosa causa esplenomegalia e hepatomegalia,
desenvolvendo-se mais tarde insuficiéncia hepéatica acompanhada por ictericia, aumentos
das transferases e alteragdes da coagulagao (figura 37) (Simén et al., 2012). O perfil de
coagulagao apresenta alteracdes importantes em cdes com tromboembolizagdo intensa
aguda ou devido ao tratamento adulticida por morte massiva de vermes adultos. Em animais
sem sinais clinicos ou com sinais leves de hipertensdo pulmonar, ndo € comum que haja
alteracdo dos factores de coagulacado. As enzimas hepaticas, principalmente AST e ALT,
podem estar elevadas em cerca de 10% dos canideos com dirofilariose, sendo mais
marcadas em caes com sindrome de veia cava nos quais pode surgir bilirrubintria e
hemoglobinuria de forma brusca e prévia a qualquer outro sinal clinico associado (Corrales,
2011a).

Figura 37 — Congestéo hepatica crénica em cdo com sindrome de veia cava — hepatomegalia, parénquima
escuro devido a estase sanguinea. Fonte: Ferasin & Knight, 2005.

Os caes com dirofilariose subclinica ou com hipertensdao pulmonar ligeira nao
apresentam nenhumas destas alteracdes (Corrales, 2011a).

Os animais doentes podem apresentar anemia normocrémica-normocitica e, muitas
vezes, eosinofilias marcadas. No entanto, o hemograma nao costuma apresentar alteragbes

em animais que ndo apresentem sinais clinicos (Atkins, 2005).
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Nao sao comuns alteragdes do perfil proteico mas, quando estas ocorrem pode
verificar-se hipoalbuminémia, devido a glomerulopatia e a insuficiéncia hepatica, e um
aumento das beta-globulinas e gamma-globulinas e, em menor escala, das alfa-2-
globulinas. A azotémia verifica-se em menos de 5% dos caes com dirofilariose. A uriandlise
apresenta alteracdes estreitamente relacionadas com a gravidade do processo. Em casos
mais simples, nao é frequente detectarem-se quaisquer alteragcées, mesmo com a existéncia
de glomerulonefrite membranosa, que se considera presente em todos os animais com
dirofilariose (Corrales, 2011a).

Verifica-se uma proteinuria ligeira em 30% dos animais com sinais clinicos e a
maioria dos cdes com falha cardiaca congestiva apresentam albuminuria moderada,
associada a hipoalbuminémia (Corrales, 2011a).

A morte subita é rara, mas pode ocorrer como consequéncia de varias complicagées,
insuficiéncia cardiorespiratoria, caquexia ou fendmenos tromboembdlicos graves (figura 38)
(Simén et al., 2012).

A D. immitis pode também apresentar alteragbes nao cardiopulmonares, sendo a
mais importante a que envolve os rins. Ja foi demonstrado que cées infectados podem
apresentar alterag6es microscépicas e da ultraestructura do rim que incluem o aumento do
namero de células mesangiais, aumento da espessura da matriz, infiltracao celular no
intersticio, espessamento da membrana basal glomerular e presenca de depdsito denso na
mesma. A dirofilariose associada a glomerulonefropatias deve-se, em parte, a producao e
deposicao in situ de complexos imunes e tem sido relacionada com a presenca de
microfilarias dentro dos capilares glomerulares e vasos medulares. Os caes com
microfildrias circulantes apresentam infiltrados inflamatérios glomerulares e intersticiais
muito tipicos, assim como espessamento da matriz (Kramer, 2011). A disfuncao glomerular
provoca proteindria com isostendria, cuja determinacdo é crucial antes de iniciar o
tratamento adulticida (dada a sua nefrotoxicidade). Alguns caes apresentam proteindria
grave associada a sindromes nefroticos e amiloidose (Corrales, 2011a). As lesdes renais
podem progredir para nefroses severas induzidas pela proteindria, evoluindo para
insuficiéncias renais e azotémias graves (Simon et al., 2012).

Foi também demonstrado recentemente que as microfilarias circulantes sao muito
provavelmente uma fonte importante de antigénios parasitarios, incluindo a Wolbachia, em
cées afectados, e possivelmente a Wolbachia quando se liberta das microfilarias mortas
pode induzir inflamagdo e respostas imunes especificas. Estas microfilarias Wolbachia-
positivas foram também observadas em tecidos, incluindo nos rins, tendo sido encontradas
na urina IgG contra uma proteina de superficie anti-Wolbachia (Morchén, Ferreira, Martin-
Pacho, Montoya, Mortarino, Genchi & Simon, 2004).
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Figura 38 — Progressao da dirofilariose. Fonte: adaptado e traduzido de Simoén et al., 2012.

Os sinais clinicos que se desenvolvem dependem sempre da severidade e duragao
da infecgéo, reflectindo estes os efeitos do parasita nas artérias pulmonares e pulmoes e,
secundariamente, no coragdo. Os sinais relatados em animais infectados incluem: perda de
peso, intolerancia ao exercicio, tosse, letargia, dispneia, sincope e distensdo abdominal
(ascite). A auscultagdo pode detectar-se desdobramento do segundo som cardiaco (13%),
murmurio do lado direito devido a insuficiéncia da tricuspide (13%) e ruidos de galope
(Atkins, 2005). Pode conseguir-se também auscultar crepitacées pulmonares no l6bulo
caudal (Corrales, 2011a). E comum detectarem-se sopros cardiacos devido a insuficiéncia
da valvula tricuspide e alteracao do ritmo cardiaco devido a fibrilacdo auriculo-ventricular
(Simén et al.,, 2012). Um dos sintomas mais frequentes em cdes € a tosse crbnica
persistente e nao-produtiva, que aumenta com o exercicio e é seguida por uma dispneia
moderada ou severa e taquipneia. Os animais podem ainda exibir epistaxis, hemoptise ou
hemorragia pulmonar que, se for grave, pode resultar em choque hipovolémico.

Quando se desenvolve insuficiéncia cardiaca congestiva surge ascite, edema,
hidrotorax, hidropericardio (Simén et al.,, 2012), anorexia, perda de peso e desidratacao
(Corrales, 2011a). Ocorre também ingurgitagdo venosa (jugular, cuténea, episcleral ou
retinal) e congestao visceral, o que conduz a variadas sintomatologias. Apesar de tudo, a
grande maioria dos caes é assintomatica (Atkins, 2005).
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7.2 Dirofilariose Subcutanea e Ocular

Esta forma de dirofilariose estd associada a presenca de nematodes adultos de D.
repens em tecidos ou ndédulos subcutdneos indolores, embora possam ter outras
localizacbes, como a conjuntiva ocular. A infeccao tem um padrao assintomatico que parece
ser 0 mais comum e que leva a que muitas vezes a descoberta da infecgdo seja acidental. A
maior parte dos animais infectados ndo apresenta quaisquer sinais clinicos, embora haja
microfilarémia persistente, tornando dificil avaliar a patogenicidade de D. repens (Grandi,
Zivicnjak & Beck, 2007).

As manifestagdes clinicas dividem-se em dois sindromes clinicos: dermatite nodular
multifocal (geralmente, na face e mais comum) e dermatite pruriginosa papular (raro). Sao
comuns diversos sinais dermatoldgicos associados a presenca de adultos e microfilarias na
pele, como prurido, em 100% dos animais afectados, eritema (79%), papulas (62%),
alopécia (55%), hiperqueratose (18%), crostas (14%), nddulos (12%) (figura 39), acantose
(5%), eczema (3%), pioderma (3%) e edema (1%). Os sintomas extradérmicos mais comuns
sao conjuntivite, anorexia, vomito, febre, letargia e linfadenomegalia. Embora nao haja
dados experimentais, estas lesdes sao atribuidas a processos mecanicos e
imunopatolégicos (Simén et al., 2012).

Figura 39 — Nodulo contendo fémea adulta de D. repens, num céo em ltélia. Fonte: Tarello, 2011.

Nos poucos casos relatados em que ocorreu infecgcdo massiva com vermes adultos e
microfilarémia alta, observaram-se altera¢des histopatolégicas em muitos érgaos, incluindo
baco, figado, rins, pulmdes, coragdo e cérebro. A natureza destas lesdes sugere efeitos
mecanicos e imunopatolégicos combinados, provocados pelas microfilarias e pelos adultos.
Pensa-se que a dermatite relacionada com D. repens requer a presenca de outros agentes
infecciosos ou stress para se desenvolver (Grandi, Zivicnjak & Beck, 2007).

Enquanto a patogénese de D. immitis € bem conhecida, em relagdo a da D. repens
ainda ha muito por compreender. Ambos os parasitas sdo importantes agentes zoonéticos,
particularmente a D. repens, sendo que os veterinarios desempenham um papel essencial

na proteccdo dos humanos contra a infeccdo. Por este motivo, € essencial que os sinais
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clinicos sejam reconhecidos, que seja feito o diagnéstico correcto e aplicados tratamentos e

profilaxia eficientes (Grandi, Zivicnjak & Beck, 2007).

8. Diagnéstico

Os testes antigénicos actuais detectam proteinas produzidas principalmente pelas
fémeas adultas de D. immitis. Os testes para microfildrias mais Uteis concentram os
parasitas e permitem maior precisdo (teste da filtracdo ou teste de Knott modificado) (C.
Genchi, Venco & M. Genchi, 2007b).

O mais precocemente que os antigénios e as microfilarias de D. immitis podem ser
detectados € 5 a 6 meses pés-infeccao, respectivamente. A antigenémia pode preceder mas
por vezes € mais demorada, sendo a diferenca até ao aparecimento de microfilarias de
apenas algumas semanas. Os antigénios podem nunca ser detectados em caes com cargas
parasitarias muito baixas. Além disso, pode haver supressao dos antigénios até cerca de 9
meses poés-infeccdo em caes infectados a tomar lactonas macrociclicas como preventivo
(AHS, 2012).

A altura ideal para testar deve contemplar um intervalo razoavel entre a data do teste
€ a data provavel da infeccao, considerando-se geralmente um intervalo de 7 meses. Deste
modo, ndo se considera necessario nem se justifica testar um cao para antigénios ou
microfilarias antes dos 7 meses de idade (AHS, 2012).

Independentemente de se estar a monitorizar uma populagao de caes assintomaticos
ou a tentar detectar uma infeccdo por Dirofilaria num animal suspeito, o0 método de
diagndstico mais sensivel é o teste de antigénios (Atkins, 2005). O teste de detecgédo de
microfilarias é complementar e deve ser feito em conjunto com o de antigénios,
determinando-se assim se esse estadio do ciclo de vida também esta presente nos caes
antigenémicos. Como apenas 1% das infecgoes sao patentes mas n&o antigenémicas, nao

se aconselha a execugao de testes de detecgao de microfilarias isoladamente (AHS, 2012).

8.1Testes Antigénicos

Os testes antigénicos com ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e
imunocromatografia fazem a deteccao dos antigénios circulantes, sendo o gold standard
para o diagnostico da dirofilariose (C. Genchi, Venco & M. Genchi, 2007b).

A geracao actual de testes antigénicos identifica a maior parte das infecgbes ocultas
(quando estao presentes adultos mas nao ha microfilarias circulantes) que consistam em,
pelo menos, uma fémea adulta e tém uma especificidade muito préxima dos 100% (C.
Genchi, Venco & M. Genchi, 2007b; AHS, 2012).
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Para obter um resultado o mais fiavel possivel, os testes antigénicos devem ser
executados cumprindo rigorosamente as instrugcdes do fabricante. A precisdo dos testes de
Dirofilaria em condigcbes nao controladas (a campo, por exemplo) € influenciada pelo
seguimento rigoroso das instru¢des, armazenamento e manuseamento correctos do kit de
teste e amostras (figura 40). Todo o procedimento tem vindo a simplificar-se com o uso de

kits que minimizam o numero de passos e automatizam ao maximo o processo (AHS, 2012).

1] [ 2] a
2 .
é{%{_}_- fﬂ - O ]
il r@%"\’_- .’/ I/\\ Resultado negativo
510 minutos I _— oo ]
l { =) Resultado positive
k-

Figura 40 — Instrugbes do teste Uranotest®Dirofilaria, cuja sensibilidade é de 94,4% e especificidade de 100%
(1- pipetar a amostra colocada previamente em tubo com EDTA; 2 — colocar duas gotas no pogo para o efeito; 3
—aguardar 5 a 10 minutos; 4 — avaliar o resultado). Fonte: Urano®vet, 2012

Se os testes antigénicos forem executados cuidadosamente, € muito raro ocorrerem
falsos-positivos. No entanto, podem surgir falsos-negativos em casos de cargas parasitarias
baixas, infeccdes sé de machos ou infecgcdes imaturas (Atkins, 2011). Perante a ocorréncia
de resultados inesperados, deve efectuar-se um novo teste de um fabricante diferente. Se o
resultado for ambiguo, € recomendado efectuar a confirmacdo num laboratério de
referéncia. Testes de concentracao de microfilarias, radiografias toracicas e visualizacao de
parasitas a ecografia podem também validar testes antigénicos com fracos positivos. Em
casos de exposigdo minima, recomenda-se a confirmacdo de todos os testes antigénicos
positivos em caes assintomaticos antes de estabelecer terapia adulticida (AHS, 2012).

A tecnologia antigénica ELISA permite uma semi-quantificagdo da carga parasitaria e
da eficacia da terapia adulticida. Cerca de oito a doze semanas apds a terapia adulticida
bem sucedida, a concentracdo de antigénios diminui para niveis indetectaveis. No entanto,
antigenémias que persistem para além das 12 semanas apds a terapia indica uma infecgéao
persistente (Atkins, 2011).

A intensidade da cor de testes antigénicos positivos ndo pode ser utilizado de forma
fiavel para determinar a carga parasitaria. A quantidade de antigénios circulantes tem uma
relacao directa, mas imprecisa, com o numero de fémeas adultas. A utilidade do teste ELISA
para calcular o grau de parasitismo é limitado, confundindo algumas complicagbes como o
aumento transiente da antigenémia associado com morte recente de parasitas ou baixos
valores de antigénios em infecgcdes com fémeas adultas jovens ou com poucas fémeas
adultas. A analise quantitativa dos resultados antigénicos € altamente especulativa e requer
a correlagdo com outras informacodes relevantes. Por exemplo, evidéncias radiograficas de

afeccao pulmonar e arterial tipica de dirofilariose cardiopulmonar crénica, juntamente com a
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auséncia ou com baixos valores de antigénios circulantes é consistente com o resultado de
uma infecgao prévia ja resolvida, naturalmente ou com tratamento (AHS, 2012).

A grande desvantagem destes testes reside no facto de sé detectarem antigénios de
fémeas adultas, produzindo falsos negativos nos primeiros seis (cinco a oito) meses da
infeccao, nas infeccées s6 com machos e nas infeccdes com poucas fémeas (antigénios
indetectaveis) (Atkins, 2005). Os falsos negativos ocorrem geralmente em infeccdes ligeiras,
guando as fémeas ainda sdo imaturas ou ha machos presentes e/ou as instrugcdes do kit nao
foram seguidas correctamente e, portanto, os resultados sdo positivos ou estao abaixo dos
limites detectaveis, ndo devendo nunca ser registados como “negativos” (C. Genchi, Venco
& M. Genchi, 2007Db).

Até ao momento, os métodos de diagndstico que detectam anticorpos anti-filarias
nao sao especificos, ndo tendo valor diagnostico em caes (Corrales, 2011b). No entanto,
existem kits disponiveis de detecgdo de anticorpos para uso no diagnostico da dirofilariose
felina, que ndo podem ser usados em caes (C. Genchi, Venco & M. Genchi, 2007b).

8.2Testes de Microfilarias

O diagnéstico clinico e epidemioldgico é inespecifico na maioria dos casos, sendo
necessario realizar um diagnéstico etiolégico que inclui a deteccdo de microfilarias no
sangue e posterior identificacdo especifica. Quando se conseguem identificar microfilarias
como D. immitis, segundo a sua morfologia, considera-se comprovada a infeccao especifica.
O facto de nem todos os caes apresentarem microfilarias circulantes, embora alberguem
parasitas adultos, pode dever-se a uma infeccao por parasitas adultos do mesmo sexo, a
idade dos parasitas (a fertilidade das fémeas diminui com o tempo, administracdo
simultdnea de farmacos microfilaricidas (Corrales, 2011b) (principalmente programas de
prevengao com lactonas macrociclicas) (AHS, 2012) ou destruicdo massiva de microfilarias
no parénquima pulmonar, como consequéncia da resposta imunitaria. As provas de
deteccao de microfildrias ndo sao, portanto, suficientes para descartar uma infeccdo em
casos negativos.

Deve ter-se em conta que a intensidade da microfilarémia ndo se correlaciona com a
carga parasitaria de vermes adultos, pois cédes altamente microfilarémicos podem alojar
poucos adultos e vice-versa (Corrales, 2011b).

Posto isto, a maior parte dos caes microfilarémicos conseguem ser detectados
através do exame microscépico de uma gota fresca de sangue, detectando-se nesta
microfilarias méveis. Geralmente, padrdes de movimento estacionarios em vez de
migratérios é indicativo de Dirofilaria spp., sendo quase sempre D. immitis. Também é
possivel visualizar movimentos por baixo do buffy coat num tubo de microhematocrito. No
entanto, estes sdo métodos muito pouco sensiveis para examinar amostras de sangue com
ndameros muito baixos de microfilarias (50-100/mL). Deve-se usar, pelo menos, 1 mL de
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sangue para examinar, recorrendo a técnicas de concentracao (teste de Knott modificado ou
teste de filtragdo) determinando a auséncia ou presenca de microfilarias. O teste de Knott
modificado é o método preferido para a observagao da morfologia e medi¢cao das dimensdes
das estruturas, de modo a diferenciar D. immitis das espécies de filarideos nao patogénicas.
O teste de Knott modificado faz-se misturando 1 mL de sangue com 9 mL de formalina a 2%
num tubo, invertendo-o varias vezes para misturar bem, causando a lise dos eritrocitos,
resultando numa mistura clara, cor de vinho. Esse preparado é centrifugado por 5 minutos e
o liquido é decantado, deixando-se o sedimento (AHS, 2012). Adiciona-se uma gota de azul
de metileno ao tubo e depois tira-se uma gota de sedimento corado e coloca-se numa
lamina, com uma lamela por cima, para proceder a observagdo ao microscopio (figura 41).
Primeiro examina-se a lamina procurando a presenca de microfilarias com a ampliagao
x100. Para observar as caracteristicas das microfilarias, deve-se preferir uma ampliagéo de
x400 (Genchi et al., 2007b).
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Figura 41 — Técnica modifcada denott: Etrmiad antgrior el'posterior de D. immitis (A-B) e D. repens (C-D).
Fonte: Traversa, Di Cesare & Conboy, 2010).

Embora a diferenciacao através das caracteristicas morfoldgicas cefélicas e caudais

seja possivel, este € um procedimento bastante dificil de conseguir (Simén et al., 2012).

Também ¢é possivel efectuar a diferenciacdo por técnicas histoquimicas através da

actividade da fosfatase acida. As microfilarias de D. immitis apresentam duas zonas de

actividade junto ao poro anal e ao poro excretor, enquanto D. repens apenas apresenta uma

zona de actividade junto ao poro anal (Chalifoux & Hunt, 1971).
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Figura 42 — D. immitis com evidéncias de actividade enzimatica junto aos poros anal e excretor. Fonte: Chalifoux
& Hunt, 1971.

A diferenciagéo das espécies pode ainda ser feita através da amplificagcdo do ADN
das microfilarias por PCR (Simén et al., 2012).

Os farmacos usados para prevengdo como a ivermectina, milbemicina oxima,
moxidectina e selamectina resultam numa amicrofilarémia na maior parte dos caes em seis
a oito meses. Por isso, 0 uso de testes para detecgdo de microfilarias nao faz sentido em
caes que fazem profilaxia, sendo que o Unico teste eficiente para o nimero cada vez maior
de cédes que recebe prevencdo mensal € o teste antigénico (Bowman & Atkins, 2009).
Embora o diagnéstico possa ser baseado apenas no teste antigénico, os cées positivos
devem também ser testados para microfilarias, uma vez que a microfilarémia valida os
resultados serologicos, identifica o paciente como reservatério da infeccdo e alerta o
veterinario para potenciais reacgbes severas a administracdo de microfilaricidas a um animal
com uma contagem de microfilarias alta (Corrales, 2011b).

Um teste positivo de microfilarias juntamente com um teste antigénico positivo
confirma conclusivamente uma infeccdo por D. immitis. Se o teste de microfilarias for
positivo, mas o teste antigénico for negativo, entdo a infeccao podera estar a ser causada
por outras espécies que nao D. immitis, podendo entdo ser determinada por técnicas

histoquimicas ou PCR (Simoén et al., 2012).

8.3 Exames Complementares
Para além do diagnéstico especifico, sdo necessarios exames complementares que
incluem: hemograma, urianalise, radiografias toracicas (figura 42), electrocardiograma e
ecocardiograma (quadro 2) (Corrales, 2011b). Estes vao fornecer informacdes essenciais
acerca do estado clinico do paciente, evolugéo e fase da doenga (Simoén et al., 2012).
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Quadro 2 — Exames complementares de diagndstico (adaptado de: Corrales, 2011b; Simén et al., 2012)

Avaliagdo da anemia normocrémica-normocitica, eosinofilia, alteragées

H : -

emograma do perfil de coagulagao
Perfil Bioquimico Hipoalbuminémia, gammapatias, elevagdes de ALT e AST, azotémia
Urianalise Proteindria, bilirrubinidria e hemoglobindria (em casos graves)

Dilatacdo das artérias pulmonares, alteracées do padrdo pulmonar e
cardiomegalia direita (casos mais graves). Pode ainda confirmar-se a
presenga de pleurite, efusdes pleurais e/ou ascite, mas nao tem utilidade
na determinagéo da carga parasitaria.

Radiografia toracica

Alteragdes no eixo eléctrico e no ritmo cardiaco. Fibrilagdes auriculares

El rdiogram o ~ . .
ectrocardiograma (fases terminais) e afecgéo grave do ventriculo direito.

Deteccao de parasitas (estruturas lineares hiperecogénicas duplas e
paralelas, livres nas artérias pulmonares, ventriculo e atrio direito e veia
cava caudal. Com Doppler, pode avaliar-se o estadio da doenca, a
severidade da hipertensao pulmonar € estimar a carga parasitaria.

Ecocardiograma

Figura 43 — Radiografia de um canideo macho com 3,5 anos com dirofilariose. A — Plano ventrodorsal com a
tipica forma cardiaca de “D invertido”, indicando aumento do lado direito do coragdo. As artérias pulmonares
lobares caudais estdo marcadamente aumentadas e tortuosa. B — Plano lateral onde é evidente o contacto entre
coragao e esterno aumentado. Fonte: Bowman & Atkins, 2009.
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Teste Antigénico

Positivo Negativo

Avaliar a presenca de Carga parasitdria baixa
microfilarias - Ag indetectdveis

N Y N
Se houver suspeita:

Animal Infectado Animal ndo infectado

Hemograma Positivo? Considerar

Painel bioquimico pré-tratamento com
corticosteroides

Radiografia toracica

. ) L . Avaliar microfilarémia
Radiografia tordcica

Instituir plano
terapéutico adequado
ao grau de risco do
paciente

Retestagem

J

Figura 44 — Resumo da abordagem diagnéstica. Fonte: adaptado de Atkins, 2005 e C. Genchi, 2007b.

As moléculas libertadas no sangue como consequéncia de dano celular em capilares
e tecidos miocardicos, a perfusdo inadequada e a lise de trombos podem servir como
marcadores de afecg¢do cardiovascular, tendo aplicagcdo no processo de implementagdo de
terapéutica adequada a casa caso. Os niveis de troponina cardiaca | em caes com
dirofilariose e sem dirofilariose foram estudados, tendo-se chegado a conclusao que existem
diferencas estatisticas muito significativas entre animais infectados e nao infectados,
levando a crer que os niveis de troponina cardiaca | podera ser um indicador importante da
lesdo miocérdica em cédes com dirofilariose (Gazyagci, Dogru & Yagei, 2011). Os
biomarcadores cardiopulmonares sao parametros biolégicos que podem ser medidos e
quantificados como indicadores de processos patogénicos ou como indicadores da resposta
ao plano terapéutico. Os niveis de troponina T e I, mioglobina e dimero-D em caes com
dirofilariose também foram estudados recentemente, tendo-se obtido dados que indicam o
uso de troponina | e mioglobina como biomarcadores do dano cardiaco e o uso de dimero-D
como ferramenta de apoio do diagnéstico de tromboembolismo pulmonar nos caes. Ja em

relagdo a troponina T, percebeu-se que os niveis da mesma sdo igualmente indetectaveis
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quer em caes saudaveis quer em infectados, ndo se reconhecendo a sua utilidade no
diagndstico (Carretdn, Corbera, Juste, Morchén, Simén & Montoya-Alonso, 2011).
Finalmente, é recomendada ainda a necropsia em casos de suspei¢ao, nos quais a
morte tenha precedido o diagnéstico ou em casos em que a dirofilariose cardiopulmonar nao
pdde ser excluida, apesar do diagndstico negativo em vida, inclusivamente para verificar a

hipbtese de localizacbes ectdpicas (Simén et al., 2012).

8.4 A Wolbachia enquanto ferramenta de diagnéstico

Foi estudada e considerada como ferramenta de diagndstico a detecgéao de proteina
de superficie da Wolbachia (WSP) e 1gG anti-WSP. Tendo em conta o éptimo desempenho
dos kits comerciais existentes para a deteccdo de antigénios da dirofilariose canina, a
correspondéncia moderada-baixa dos testes de antigénios da Wolbachia com estes kits e a
existéncia de outras técnicas de diagndstico como a detecgdo de microfilarias, a aplicagao
de testes de diagnoéstico seroldgico baseados na detecgao de anticorpos anti- Wolbachia na
dirofilariose animal ndo demonstra grande utilidade clinica, como meio de diagndstico. No
entanto, a deteccdo de anticorpos anti-Wolbachia poderia ser interessante em estudos
epidemiolégicos para avaliacao da pressao real da infeccdo numa area endémica, avaliagao
da eficacia do tratamento macro e microfilaricida, ja que a morte das filarias € o principal
factor para libertacdo de Wolbachia. A deteccdo de um aumento dos anticorpos anti-
Wolbachia, juntamente com uma diminuicdo dos anticorpos anti-Dirofilaria, poderia ser
interpretada como um sinal relativamente a eficacia do tratamento (Kramer, 2005; Simén,
Kramer, Morchén & Genchi, 2007).

8.5Diagnéstico de D. repens
O diagnostico baseia-se na deteccao de microfilarias circulantes e sua identificacao
através do método desenvolvido por Knott. Os testes antigénicos que detectam D. immitis
nao detectam D. repens e ndo foi descrita nenhuma reactividade cruzada (Venco, 2007).

9. Tratamento

O tratamento da dirofilariose cardiopulmonar canina é complexo e, muitas vezes,
arriscado devido aos efeitos secundarios da destruicdo massiva de parasitas na circulacao
sanguinea (Simoén et al., 2012). Antes do tratamento, deve ser avaliada com precaucao a
situagdo clinica individual de cada animal, tendo em consideragdo diversos factores
importantes que podem colocar em risco o animal em tratamento (quadro 3). Com base
nestes factores, pode determinar-se o risco de complicagcbes tromboembdlicas e da
presenca de sindrome de veia cava (Simén et al., 2012).
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Quadro 3 — Classificagao dos pacientes nas categorias de baixo e alto risco de ocorréncia de complicagoes
tromboembodlicas e sindrome de veia cava. Fonte: Venco, 2007a; Simén et al., 2012.

v

RSN NN

Baixo Risco

Carga parasitaria baixa;

Auséncia de lesdes do parénquima pulmonar e capilares;

Sintomatologia ausente;

Radiografia toracica normal;

Baixos niveis de antigénios circulantes ou auséncia de antigénios juntamente

com microfilarémia;

Auséncia de parasitas na ecocardiografia;

Auséncia de outras doengas concomitantes;

Capacidade de limitar o exercicio de forma rigorosa.

Alto Risco

LR SR N N N N N NN

Carga parasitaria alta;

Sintomatologia — tosse, intolerancia ao exercicio e ascite;

Radiografia toracica com alteracdes;

Niveis altos de antigénios circulantes;

Visualizagdo de parasitas na ecocardiografia;

Doencas concomitantes;

Impossibilidade de limitar a actividade fisica.

A obtengéo de sucesso no tratamento de animais assintomaticos ou que exibem

sinais de doenga ligeira é, geralmente, mais simples, podendo por vezes ser mais exigente.

Os animais com doenga moderada ou severa ou pacientes com outras doencgas

concomitantes sdo especialmente dificeis e desafiantes (Atkins, 2005).

O tratamento de suporte é recomendado em cédes com sinais de dirofilariose

cardiopulmonar em que o tratamento especifico ndo esta recomendado ou em caes antes

de iniciar o adulticida ou o tratamento cirargico (Venco, 2007a). A restricdo do exercicio, em

muitos casos, parece ser a medida mais importante para reduzir as complicagdes

relacionadas com tromboembolismos e hipertensao pulmonar (Dillon, Brawner & Hanrahan,

1995). A abordagem terapéutica de suporte inclui a administragdo de farmacos com o

objectivo de controlar e aliviar os sintomas, melhorando o bem-estar do animal (quadro 4).

Quadro 4 — Possiveis abordagens terapéuticas de suporte. Fonte: Simén et al., 2012; Venco, 2007a.

Grupo Terapéutico

Objectivo

Dose

Anti-inflamatorios

Controlo da inflamagao pulmonar e

Prednisona:
1 mg/kg SID durante 4 a 5 dias

Esterodides de fendémenos tromboembolicos Prednisolona:
2 mg/kg SID durante 4 a 5 dias
Reducdo do edema pulmonar e )
s L. . , Furosemida:
Diuréticos efusdo pleural quando existe
) L i ) 1 mg/kg BID
insuficiéncia cardiaca congestiva
Oxigénio Maneio de animais com dificuldades respiratorias.
Fluidoterapia Controlo da hipovolémia e restauro da fungéo renal e hemodinadmica
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Os objectivos de qualquer tratamento da dirofilariose consistem em melhorar a
condicdo clinica do animal e eliminar todos os estadios de vida do parasita (microfilarias,
estadios larvares, juvenis e adultos) com um minimo possivel de complicagdes posteriores
ao tratamento. Caes com sinais clinicos significados de dirofilariose devem ser estabilizados
tanto quanto possivel antes da administracdo de um adulticida, podendo requerer a
administracao de glucocorticéides, diuréticos, vasodilatadores, agentes inotrépicos positivos
e fluidoterapia (AHS, 2012).

9.1Terapia Adulticida
9.1.1 Dihidroclorato de melarsomina - Immiticide®
E administrada através de uma injecgdo intramuscular profunda nos muisculos
lombares epaxiais (figura 44), sendo a unica molécula adulticida aprovada pela FDA (Food
and Drug Administration) para o tratamento da dirofilariose (Bowman & Atkins, 2009; AHS,
2012).

Figura 45 — Apresentagéo esquematica da injec¢éo intramuscular
profunda nos musculos lombares do cdo. Fonte: Miller, 2007

Pode ocorrer alguma dor e tumefacg¢ao no local da injec¢do, que passara no espago
de alguns dias. Para minimizar este efeito, ha que assegurar a escolha de uma agulha com
as medidas apropriadas ao tamanho e condi¢ao corporal do cao (AHS, 2012).

Ainda ndo foi comprovada a actividade da melarsomina contra parasitas com menos
de 4 meses de idade, mas surgiram recentemente dados ndo publicados que sugerem que a
molécula pode ter maior eficicia contra larvas jovens do que se pensava anteriormente
(AHS, 2012).

O protocolo de duas injecgbes (2,5mg/kg com 24 horas de diferenga) listado no
produto para tratamento da dirofilariose de classe 1 e 2 mata apenas 90% das larvas
adultas. O protocolo alternativo de trés doses (uma injeccao de 2,5mg/kg seguida de duas
injeccoes na mesma dose com 24 horas de diferenca, um més depois da primeira injec¢ao)
registado para o tratamento da dirofilariose de grau 3 (severa) mata 98% dos parasitas.
Estes valores de eficacia reflectem a percentagem de parasitas mortos em grupos de caes e
nao a percentagem de cées livres de parasitas, que s&o consideravelmente mais baixos do
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que estes valores gerais de eficacia. A classificacao da doenca e aplicacao do protocolo de
duas doses tem falhado em assegurar o sucesso do tratamento, pelo que,
independentemente da severidade da doencga (com a excepgao da sindrome de veia cava) o
protocolo recomendado pela American Heartworm Society € o das trés doses, apresentando

este maior seguranca e eficacia do que o anterior (AHS, 2012).

9.1.2 Tromboembolismo Pulmonar

Esta € uma consequéncia inevitavel do sucesso da terapia adulticida, podendo ser
severa se a infec¢ao for grande e a doenga arterial pulmonar for extensa. Se se verificarem
sinais de embolismo (febre baixa, tosse, hemoptise, exacerbagdo de faléncia cardiaca
direita), estes tornam-se evidentes entre os 7 e os 10 dias, mas ocasionalmente prolongam-
se até as 4 semanas apoés o fim da administragdo de adulticidas (Atkins, 2005). Embolismos
ligeiros em areas relativamente saudaveis do pulmao podem ser clinicamente inaparentes.
Um factor crucial na redugdo do risco de complicagbes tromboembdlicas é a restricao
rigorosa do exercicio do animal. Os proprietarios devem estar, por isso, bem cientes da
importancia deste cuidado (Bowman & Atkins, 2009).

9.2Terapia Adjuvante

9.2.1 Corticosterdides

A administragdo de doses anti-inflamatérias ajuda a controlar os sinais de
tromboembolismo pulmonar. Os corticosterdides sao Uteis para controlar reaccoes adversas
ao tratamento, assim como complicagcées pulmonares (Bowman & Atkins, 2009).

Os estudos demonstram que a eficdcia da melarsomina ndo diminui quando €&
administrada prednisona em conjunto. Em areas altamente endémicas onde os animais tém
maior probabilidade de ter cargas parasitarias grandes, € recomendado o uso de
glucocorticéides, como a prednisona que € usada na dose de 0,5mg/kg BID na primeira
semana e 0,5mg/kg SID na segunda semana, seguindo-se uma a duas semanas de
administracdes em dias alternados nas mesmas doses (AHS, 2012).

9.2.2 Anti-Inflamatérios Nao-Esterdides / Aspirina®

Nao é recomendado o uso empirico do acido acetilsalicilico pelo seu efeito anti-
trombético ou para reduzir a arterite pulmonar, nao existindo provas convincentes dos seus
beneficios clinicos, havendo até pesquisas que sugerem que a Aspirina® é contraindicada

(Bowman & Atkins, 2009).

9.2.3 Lactonas Macrociclicas
E altamente provavel que um céo positivo aloje larvas com menos de um més até
cerca de 7 anos. O efeito ndo confirmado da melarsomina contra estadios inferiores a 4
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meses pode representar um problema para alcancar o objectivo de eliminar todas as larvas.
O intervalo de susceptibilidade entre as lactonas macrociclicas e a melarsomina é
demonstrado na figura seguinte (figura 45) (AHS, 2012).

Susceptiveis as lactonas Susceptiveis &
macrociclicas Melarsomina
P sssEEEEEEEEEEEEEEEREEEN -
Juvenis Fémeas adultas

= / .
0 10 20 30 40 50 60 80//120 150 180 210

Dias pos-infecgdo

Figura 46 — Cronologia do desenvolvimento de D. immitis, com os periodos de susceptibilidade as lactonas
macrociclicas e a melarsomina. O tracejado corresponde ao periodo durante o qual se considera que D. immitis
nao é susceptivel a nenhum dos tratamentos. Fonte: adaptado de AHS, 2012; Merial Limited Duluth, GA, 2008.

Este intervalo de susceptibilidade pode ser eliminado administrando lactonas
macrociclicas preventivas durante 2 a 3 meses antes da administragdo de melarsomina,
eliminando assim as larvas em migracdo com menos de dois meses de idade e permitindo
que as larvas entre 0s 2 e os 4 meses cheguem a idade em que j4 sdo susceptiveis a
melarsomina. Este protocolo € benéfico e deve ser usado, desde que o quadro clinico ndo
exija intervengdo imediata. Desta forma, matam-se as larvas susceptiveis e previne-se a
reinfecgdo do cdo, enquanto se permite que as larvas menos susceptiveis se desenvolvam
até adultos susceptiveis. Esta tactica aumenta a probabilidade de eliminar a infec¢do no
momento em que as injecgdes adulticidas sdo aplicadas. Este protocolo tem ainda o
beneficio de as lactonas macrociclicas reduzirem grandemente, sendo eliminarem, as
microfilarias circulantes, inibindo D. immitis imaturas e reduzindo ainda as fémeas adultas,
ao comprometer o sistema reprodutivo (AHS, 2012).

Deve ser implementada uma restricdo rigida do exercicio desde o momento do
diagnostico, durante o tratamento e recuperacao, sendo o periodo mais extremo de restricao
de exercicio recomendado nas quatro primeiras semanas apés a administracdo de
melarsomina. As lactonas macrociclicas administradas enquanto microfilaricidas podem
causar uma diminuicdo rapida no numero de microfilarias e devem ser usadas com
precaucdo em caes com microfilarémias altas, recomendando-se o tratamento prévio com

antihistaminicos e glucocorticéides para minimizar as reacgoes (AHS, 2012).

9.2.4 Doxiciclina

A relagéo simbidtica entre Wolbachia e Dirofilaria spp. permite a adopgéao de opcoes
promissoras no tratamento da dirofilariose, usando a Wolbachia como alvo terapéutico. O
objectivo dessas estratégias é bloquear o desenvolvimento das filarias e diminuir ou eliminar
as reacgdes secundarias derivadas da eliminagdo das bactérias aquando da morte das

filarias (Kramer, Simon, Tamarozzi, Genchi & Bazzocchi, 2005).
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A doxiciclina reduz a quantidade de Wolbachia em todos os estadios da Dirofilaria. A

sua administracao durante o primeiro ou segundo més apoés a infeccao foi letal para L3 e L4

em infeccdes experimentais. Em caes com infecgcées por adultos, a doxiciclina suprime

gradualmente a microfilarémia. Estudos recentes demonstraram que caes pré-tratados com

ivermectina e doxiciclina antes das injeccbées de melarsomina tiveram menos afeccoes

pulmonares associadas a morte de parasitas (figura 46) (Bowman & Atkins, 2009).

Figura 47 — Pulmdes de cées com dirofilariose. A esquerda - tratamento apenas com melarsomina; a direita -

tratamento com ivermectina+doxiciclina+melarsomina. Fonte: AHS, 2012 (foto cedida por John McCall)

Ao ser incorporada num protocolo de tratamento de dirofilariose, a doxiciclina deve

ser administrada antes da melarsomina de modo a que a Wolbachia e os seus metabolites

estejam reduzidos ou ausentes no momento da morte das larvas. A doxiciclina deve ser
administrada na dose de 10mg/kg BID durante 4 semanas (AHS, 2012).

4]

9.3 Protocolo Recomendado pela American Heartworm Society (2012)
Dia 0 — Diagnostico: positivo para Dirofilariose
Iniciar a restricdo de exercicio (mais rigorosa quanto mais pronunciados os sintomas);
Se animal sintomatico:

Estabilizar;

Prednisona — 0,5 mg/kg BID (primeira semana); 0,5 mg/kg SID (segunda semana);
0,5 mg/kg dias alternados (terceira e quarta semana)
Dia 1 — Administrag&o de lactona macrociclica

Pré-tratamento com antihistaminicos e glucocorticéides (se ainda nao tiver comecado a

prednisona no dia 0) para reduzir o risco de anafilaxia em animais microfilarémicos

4]

Observar durante 8 horas, procurando sinais de reacgdes.

Dia 1-28 — Administrag&o de Doxiciclina

Administrar doxiciclina 10 mg/kg BID durante 4 semanas

Dia 30 — Administracdo de lactona macrociclica

Dia 60 — Administracao de lactona macrociclica + Primeira injeccdo de melarsomina
Melarsomina 2,5 mg/kg intramuscular

Recomecar prednisona segundo 0 mesmo esquema mencionado para o dia 0.
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Restricdo ainda mais rigorosa, manter o animal dentro de jaula e a trela sempre que
tenha que sair
M Dia 90 — Administracdo de lactona macrociclica + Segunda injecgdo de melarsomina
Melarsomina 2,5 mg/kg intramuscular
M Dia 91 — Terceira injec¢ao de melarsomina
Melarsomina 2,5 mg/kg intramuscular
Recomecar prednisona segundo 0 mesmo esquema anterior
Continuar com a restricao de exercicio por mais 6 a 8 semanas apds a ultima injeccao.
M Dia 120 — Testar a presenga de microfilarias
Se positivo — tratamento para as microfilarias com 30 dias adicionais de doxiciclina e
refazer o teste em 4 semanas
Estabelecer prevencao anual da dirofilariose
M Dia 271 — Teste antigénico 6 meses apos o final

9.4 Extraccao Cirurgica dos Parasitas Adultos de D. immitis

Muitas vezes, o tratamento adulticida ndo é tolerado em casos de infeccbes severas
jA que isso provocaria uma resposta imunitdria severa derivada da morte rapida dos
parasitas (Lee, Moon & Hyun, 2008). Nestes casos severos, como € o caso de animais com
sindrome de veia cava, 0s meios mecanicos ou cirlrgicos para a remocao dos parasitas sao
0os mais indicados, devendo ser aplicados o mais rapidamente possivel pois, no caso de
sindrome de veia cava, a condicdo clinica podera evoluir para morte em 2 dias (Lee et al.,
2008; AHS, 2012).

A remocao cirurgica das larvas do atrio direito e do orificio da valvula tricuspide pode
ser conseguida usando uma sedagéao ligeira, anestesia local e pingas crocodilo rigidas ou
flexiveis ou outros instrumentos que permitam pingar e puxar os parasitas (em “cesto” e em
“laco”) (figura 47), sendo introduzidos preferencialmente na veia jugular externa direita,
através de um cateter, e com o auxilio de fluoroscopia (AHS, 2012; Venco, 2007).

As principais vantagens deste método sao o facto de ser pouco invasiva, provocar
poucos danos no endotélio vascular e ndo necessitar de longas anestesias. Segundo um
estudo levado a cabo por Yoon, Jeong, Kim, Han, Jang, Lee & Namkang (2005) a taxa de
remocao de parasitas usando pingas crocodilo foi de 91,4% durante um procedimento com
30.0 + 7,6 min. Apesar das vantagens da remogdo mecanica através de cirurgia, €
necessario melhorar estes métodos de modo a conseguir aceder as artérias pulmonares,
minimizando a hemorragia durante a cateterizacdo e o processo de remoc¢do. Num estudo
desenvolvido por Lee et al. (2008) foi feita uma remogdo percutdnea modificada, com
sucesso, revelando que o método experimentado é uma boa alternativa de tratamento para
caes com infeccbes severas (figura 48). Antes de eleger este método de tratamento, deve-
se fazer a observacao ecocardiografica do coracao direito e das artérias pulmonares de
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forma a determinar que o numero de parasitas em localizagcées acessiveis é suficiente
(AHS, 2012).

Figura 48 — Exemplo de instrumentos utilizados (A — férceps endoscopicos com pingas; B — Forceps flexiveis de
trés fios). Fonte: Lee et al., 2008

Figura 49 — Procedimento de remogao de filarias (A — insergdo do instrumento de remogéao até ao lado direito do
coragao ou artéria pulmonar; B — remogao de filaria da artéria pulmonar com fluoroscépio; C — remogéao de
filarias da bainha; D — parasitas removidos; E — exemplo de bainha que pode ser utilizada). Fonte: Lee et al.,
2008

Apbs a remocao das parasitas, deve proceder-se ao exame clinico dos animais. Nos
estudos efectuados, os murmdrios sistdlicos desaparecem a auscultacdo toracica ou
tornam-se mais discretos e a hemoglobinuria desaparece em 12 a 24 horas (figura 49)
(AHS, 2012; Lee et al., 2008). No estudo levado a cabo por Lee et al. (2008), com a
execucao de uma nova técnica minimamente invasiva de remocdo percutanea, as
contracgdes ventriculares prematuras também desapareceram apds a remocao dos
nematodes (figura 50) e no seguimento semanal, os animais apresentaram francas

melhoras sem quaisquer complica¢cdes. Em animais mais doentes e hipovolémicos, podera
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ser necessario implementar uma fluidoterapia que permita restaurar a funcdo renal e
hemodinamica (AHS, 2012).

|
| — = i

Figura 50 — Urina antes e depois (quadrado pequeno) do tratamento cirdrgico, onde se aprecia o
desaparecimento da hemoglobindria. Fonte: Lee et al., 2008

Lead I

Lead Il ' Lead Il Lead Il

Figura 51 — Electrocardiogramas do animais infectados antes (A) e depois (B) da remogéao cirargica dos
parasitas. Em (A) pode apreciar-se um ritmo sinusal com complexos ventriculares prematuros ocasionais e em
(B) ndo se registaram complexos ventriculares prematuros (durante uma hora de ECG). Fonte: Lee et al., 2008

7

O risco de mortalidade intraoperatério € muito baixo e a taxa de recuperagao
relaciona-se com o0 numero de parasitas removidos. Ao contrdrio dos tratamentos
adulticidas, a extraccao de filarias pode evitar o risco de formacao de tromboembolismos
pulmonares (Atkins, 2005).

Os animais tratados cirurgicamente requerem, mesmo assim, melarsomina para
alcancar a cura completa (Bowman & Atkins, 2009). E recomendada a terapia adulticida
poucas semanas ap0s a recuperacao da cirurgia, em particular quando ainda sao visiveis

algumas filarias na ecocardiografia (AHS, 2012).

9.5Terapéuticas Alternativas
9.5.1 Administracao a Longo Prazo de Lactonas Macrociclicas
Estes protocolos para obter a morte e eliminacdo lenta das larvas recorrendo a
administracdes mensais continuas de doses profilacticas de qualquer que seja a lactona
macrociclica ndo é recomendada, pois quanto mais velhos sdo os parasitas quando sao
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expostos pela primeira vez as lactonas macrociclicas, mais tempo demora a elimina-los. O
efeito adulticida das lactonas macrociclicas pode demorar mais de dois anos com
administracao continua, sendo na mesma necessaria restricdo rigida do exercicio durante
todo o periodo de tratamento. Durante este periodo, a infeccao iria persistir e a doenca
continuaria a piorar. Para além disso, existe uma preocupacdo com o uso isolado de
lactonas macrociclicas que diz respeito a possivel seleccao de subpopulacdes resistentes
(AHS, 2012).

9.5.2 Lactonas Macrociclicas/Doxiciclina

Em casos em que a terapia com melarsomina néo é possivel ou esté contraindicada,
0 uso de preventivos mensais juntamente com doxiciclina deve ser considerado.

Estudos comprovaram que o uso de ivermectina e doxiciclina associadas permitia
obter animais amicrofilarémicos ap6s a 92 semana, diminuindo ainda gradualmente os
valores relativos aos antigénios. A redugao das filarias adultas, neste mesmo estudo, foi de
20,3% com o uso isolado de ivermectina, 8,7% com o uso de doxiciclina, 92,8% com a
associagao de ivermectina, doxiciclina e melarsomina, 100% com apenas melarsomina e
78% com ivermectina e doxiciclina. Estas observagdes sugerem que a administracdo de
doxiciclina e ivermectina associadas, durante alguns meses antes da melarsomina, vai
eliminar adultos com um menor potencial de gerar tromboembolismos do que se a
melarsomina for usada sozinha (McCall, Genchi, Kramer, Guerrero, Dzimianski,
Supakorndej, Mansoure, McCall, Supakorndej, Gradi & Carson, 2008). Esta também
provado que esta combinagao vai diminuir o tempo de vida, embora n&do elimine a infecgéo
por adultos, vai reduzir as consequéncias da morte dos parasitas e vai quebrar a
transmissao da Dirofilaria, embora as microfilarias consigam na mesma infectar mosquitos, o
qgue acontece é que as formas infectantes dos mosquitos nao serao tao capazes de infectar
outros caes (AHS, 2012).

A American Heartworm Society definiu um protocolo a aplicar sempre que, por
algum motivo, o Immiticide® n&o esteja disponivel ou esteja contraindicado. Confirmando-se
a microfilarémia, o animal deve ser tratado com corticoesterbides (e eventualmente anti-
histaminicos) e administrando-se o preventivo (lactona macrociclica — ivermectina).

Tratamento Anti-inflamatério: dexametasona 0,25 mg/kg intravenoso e difenidramina
2,2 mg/kg intramuscular OU predisolona 1 mg/kg oral uma hora antes e seis horas depois da
administracao da primeira dose de preventivo.

Tratamento Preventivo: os animais devem ser mantidos continuamente com
preventivos para limitar infeccoes até o adulticida estar disponivel e puder ser aplicado.

Tratamento com doxiciclina: 10 mg/kg BID durante quatro semanas. A dose deve ser
repetida trimestralmente até o adulticida ser usado (a dose pode ser reduzida para metade

se surgirem problemas de tolerancia ao medicamento).
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Assim que o adulticida estiver disponivel é possivel as filarias adultas persistam nos
animais que adoptaram o protocolo acima descrito, devendo todos os animais ser sempre
retestados para revalidar a presenca de adultos na infecgao. Se for positivo, 0 animal deve

iniciar o tratamento apropriado com o adulticida (melarsomina) (AHS, 2011).

9.5.3 Terapia Microfilaricida

Actualmente, a FDA ndo tem aprovada nenhuma droga microfilaricida. Antes da
introdugé@o das lactonas macrociclicas, a eliminacdo das microfilarias era o segundo passo
no tratamento sequencial da dirofilariose. Os protocolos actuais que utilizam a doxiciclina
combinada com lactonas macrociclicas eliminaram a necessidade da eliminacdo das
microfilarias apds o tratamento adulticida (Atkins, 2010).

As lactonas macrociclicas administradas como microfilaricidas podem causar um
decréscimo demasiado rapido no numero de microfilarias e deve ser usado com precaugao
em caes com contagens altas de microfilarias, recomendando-se neles o pré-tratamento
com antihistaminicos e glucocorticoides.

Quando a eliminacdo de microfildrias é realizada no curso da prevencao da
dirofilariose, deve fazer-se um teste para microfilarias em caes tratados com adulticida ao

mesmo tempo que é feito o teste de antigénios, seis meses apos o tratamento (AHS, 2012).

9.6 Confirmacao da Eficacia da Terapéutica Adulticida

Muitas vezes, as melhorias clinicas e a eliminacdo eficaz das microfilarias nao se
acompanham de um efeito adulticida completo. A recorréncia da microfilarémia em seis
meses pode dever-se ao facto de os adultos n&do terem sido todos eliminados ou devido a
maturacdo de larvas imaturas, caso ndo tenha sido administrado preventivo durante a
terapia adulticida. Pode ainda ter ocorrido reinfeccdo, caso tenha ocorrido falhas na
prevengao (AHS, 2012).

Os testes antigénicos sado a forma mais fidvel de confirmar a eficacia da terapia
adulticida. Se todas as fémeas adultas tiverem sido eliminadas, os antigénios seréao
indetectaveis seis meses apés o fim do tratamento. No entanto, este Unico teste nao
comprova que o cao é negativo, ja que podem estar presentes estadios larvares ou juvenis,
sendo assim produzidas quantidades insuficientes de antigénios para criarem um resultado
positivo no teste. Isto € particularmente grave caso ndo tenha sido administrada lactona
macrociclina antes ou durante a terapia adulticida. Como as filarias adultas podem continuar
a morrer durante mais de um més apés a administracao de adulticida, aos caes que ainda
forem positivos para antigénios por volta dos seis meses apds o tratamento deve ser dado
mais tempo para que a antigenémia desapareca, antes de se considerar logo o retratamento
(AHS, 2012; C. Genchi et al., 2007a).
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9.7 Tratamento de D. repens

O tratamento com adulticidas ndao esta bem descrito, embora haja relatos de
tratamento bem sucedido com melarsomina e uma combinagdo de moxidectina
2,5%/imidaclopride 10% (Advocate®) (Pingen, Lorentz, Magnis, Menn, Schaper & Naucke,
2009).

O tratamento sintomatico é indicado em animais com sinais clinicos como
tumefaccédo e inflamagédo cutanea, noédulos subcutdneos e prurido. A administracao de
corticosterdides e antibiéticos e a remocgao cirurgica dos noédulos é recomendada nestes
casos para alivio dos sintomas (Venco, 2007b).

10. Profilaxia

A profilaxia da D. immitis € um acto essencial, se se pensar no quao severa é a
doenca e na dificuldade e riscos que a terapia acarreta (Simén et al., 2012).

E aconselhavel dar inicio & profilaxia um més antes do periodo de transmissdo e um
a trés meses depois do final deste periodo. Em regidées endémicas ou onde o clima permite
a transmissdo durante todo o ano, é aconselhavel um protocolo profilactico que confira
proteccao durante todo o ano (C. Genchi et al., 2007a).

Antes de iniciar a quimioprofilaxia pela primeira vez é essencial fazer o teste
antigénico e verificar a presenga de microfilarias no sangue, em cdes com mais de sete
meses a um ano sem historial anterior de toma de preventivos. E importante também testar
anualmente animais que ja tém estabelecido e seguem um plano profilactico (Simén et al.,
2012).

As varias opgdes para prevengao incluem formulagdes orais, tdpicas ou parenterais,
administradas em intervalos mensais ou de seis meses. O tratamento profilactico de eleicao
em termos de eficacia e seguranga consiste na administracdo de lactonas macrociclicas
como: ivermectina, milbemicina oxima, moxidectina ou selamectina. Estas drogas nao
previnem a inoculagdo das larvas, mas impedem o seu desenvolvimento (AHS, 2012). A
combinacdo de imidaclopride e permetrina, aplicada topicamente, tem um efeito ndo so6
insecticida como repelente da picada do mosquito, inibindo e prevenindo a sucg¢ao e a
consequente infecgdo por D. immitis (Hayasaki & Saeki, 2009). Um exemplo comercializado
€ o Advantix®, que proporciona efeito contra mosquitos que dura duas a quatro semanas.

Os cachorros devem iniciar a prevencao tdo cedo quanto possivel, a partir das oito
semanas de idade. Os animais que comegarem a tomar preventivo apds as oito semanas de
idade devem ser testados seis meses apds a dose inicial e depois sempre anualmente, dai
em diante. Antes de iniciar a prevencao em cdes com mais de sete meses, deve fazer-se

um teste antigénico e, se se considerar necessario, testar para a presencga de microfilarias.
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Isto vai evitar atrasos desnecessarios na deteccdo de infecgdes subclinicas e potenciais
confusbes no que diz respeito a eficacia do plano profilactico, caso se torne evidente uma
infeccao pré-existente ap6s o inicio da administragdo de preventivos (preventivos iniciados
durante o periodo pré-patente). Ha evidéncias que sugerem que a reducdo da populacao
reservatério através do aumento do numero de caes que recebe preventivos cria uma
proteccao colateral ao causar uma diminuicdo desproporcional na prevaléncia da infeccao
em caes nao protegidos (Genchi et al., 2007a).

Embora possa néo ocorrer transmissdo durante todo o ano, € aconselhavel que se
opte por preventivos de largo espectro e que protejam o ano inteiro, com actividade
endoparasiticida e até ectoparasiticida, prevenindo assim infecgbes patogénicas e até
zoonoticas (Simon et al., 2012).

10.1 Lactonas Macrociclicas

As lactonas macrociclicas sao moléculas que tém uma excelente relacao
terapéutica/toxicidade, interrompendo o desenvolvimento das microfilarias, L3 e L4 e,
nalguns casos, adultos jovens, durante os primeiros dois meses de infec¢do (Atkins, 2011).
Todas as lactonas macrociclicas administradas oral e topicamente estao indicadas com um
intervalo de 30 dias. A eficacia contra as L4 vai declinando e é imprevisivel. As formas
juvenis, que podem ser encontras aos 52 dias pés-infeccdo sao ainda menos susceptiveis
aos preventivos. A eficacia das lactonas macrociclicas que se extende pés-infeccao é util,
em parte, para salvaguardar qualquer atraso ou omissdo das doses agendadas mas nao
justifica o aumento do intervalo recomendado de um més entre doses para as formulacées
orais e topicas. Este prolongamento da eficacia contra L4 e juvenis tem implicacoes
importante na preven¢do em cées que falharam doses durante a época de transmissdo ou
que ja estdo na época de transmissdo antes de iniciarem os preventivos, podendo ja estar
infectados. Considera-se essencial a administracdo de preventivos durante todo o ano
(AHS, 2012).

Alguns Collies e outros caes com deficiéncias na glicoproteina-P sdo sensiveis a
uma variedade de farmacos de uso veterinario, estando as lactonas macrociclicas incluidas
na lista de toxicidades registadas com overdoses. No entanto, demonstrou-se que as doses
standard profilacticas sao seguras em todas as ragas.

Em relacdo a D. repens, sabe-se que pode ser prevenida com quimioprofilacticos
eficazes e seguros, em caes e gatos. A prevencao de infecgdes patentes por D. repens com
lactonas macrociclicas é questionavel e, até a data, apenas microsferas de moxidectina de
libertagcdo continua demonstraram eficacia em estudos experimentais (M. Genchi, Pengo &
C. Genchi, 2010; Rossi, Ferroglio & Agostini, 2004), devendo ser administrada anualmente

nas mesmas doses eficazes para D. immitis. Apesar de tudo, a ivermectina e selamectina
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também demonstram bons resultados administradas por via oral, mensalmente. (C. Genchi
et al., 2007a).

10.1.1 Administracao Oral

A ivermectina (por exemplo, Heartgard®) e a milbemicina oxima (por exemplo,
Interceptor®) encontram-se disponiveis para administracdao oral mensalmente. Algumas das
formulagbes destas moléculas tém sabor e sdo mastigaveis de modo a facilitar a sua
administracdo. As doses sdo apresentadas nas embalagens, consoante intervalos de peso.
De forma a obter o maximo de eficacia, estes produtos devem ser administrados todo o ano,
no entanto, se for decidido implementar uma profilaxia sazonal, deve iniciar-se um més

antes do inicio da transmissdo, continuando-se por trés meses apds o seu final (AHS, 2012).

10.1.2 Administracao Tépica

A moxidectina (por exemplo, Advocate®) e a selamectina (por exemplo,
Stronghold®) estdo disponiveis sob a forma de um liquido aplicado topicamente sobre a
pele do animal. A aplicacdo deve ser reforcada também todos os meses, tal como os
produtos orais (AHS, 2012).

10.1.3 Administracao Parenteral

Existe uma formulagdo de microsferas lipidicas impregnadas com moxidectina de
libertacao lenta (Guardian®), que administrada subcutaneamente confere protec¢ao durante
seis meses, podendo ser aplicada em caes com mais de seis meses, desde que ja nao se
encontrem num processo de crescimento marcado. Recomenda-se assim que o tratamento
seja iniciado em caes com peso ja estavel (pois a dose é peso-dependente), a cada seis
meses ou anualmente, conforme a epidemiologia da zona, para obter proteccdo maxima
durante a época de transmissao (AHS, 2012; M. Genchi, Pengo & C. Genchi, 2010; Genchi
et al., 2007a).

10.2 Falhas na Eficacia
As falhas registadas na eficdcia da profilaxia devem-se, essencialmente, a falhas de
comunicacgdo entre proprietarios e veterinarios, a ndo adesdo ao plano profilactico por
desconhecimento dos proprietarios em relacdo a gravidade da doenca e ao seu potencial
patogénico, acompanhada de incumprimento do calendario de administracbes (Hampshire,
2005).

10.3 Testagem Anual e Retestagem
A realizacao de testes permite que o veterinario se assegure de que a profilaxia esta

a ser feita devidamente, garantindo e mantendo assim a seguranga do animal.
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Em casos de incumprimento dos proprietarios ou trocas de marca ou tipo de
preventivo, deve determinar-se se o animal estd ou ndo infectado, devendo para isso
proceder-se a um teste antigénico antes do inicio de um novo protocolo ou produto, sete a
oito meses apbs a Ultima possivel exposi¢ao, de modo a verificar se ocorreu infeccéo.

Os testes antigénicos devem ser realizados anualmente, incluindo em animais que
seguem protocolos de prevencdo com lactonas macrociclicas e que poderdo ser
amicrofilarémicos (Atkins, 2011; AHS, 2012).

11. Prognéstico

O prognéstico das infeccbes por D. immitis € geralmente bom nos casos em que o
animal nao se faz acompanhar por sinais clinicos. Quando isto ndo acontece e a doenca
mostra quadros clinicos severos, o prognostico é reservado, embora em muitos casos se
consigam abordagens bem-sucedidas. O prognéstico é pior sempre que a apresentacao
inicial da doenca esta associada com coagulacéo intravascular disseminada, sindrome de
veia cava, embolizacdo massiva, granulomatose eosinofilica, doenca arterial pulmonar
severa e insuficiéncia cardiaca (Atkins, 2005). A funcdo renal é outro dos parametros mais
importantes a ter em conta na avaliacdo do prognostico do animal (Kitagawa, Kitoh, lwasaki
& Sasaki, 1997).

Geralmente, as lesbes radiograficas tornam-se mais discretas ap6s trés a quatro
semanas de terapia adulticida, reduzindo-se a hipertensdo pulmonar em poucos meses. As
alteracdes do parénquima pulmonar exacerbam-se durante os primeiros seis meses apds o
tratamento adulticida, mas comecam a melhorar — e geralmente resolvem-se — nos 2 a 3
meses seguintes. A persisténcia das lesées do parénquima sugere insucesso do adulticida.
Sinais de insuficiéncia cardiaca também devem desaparecer com o auxilio de tratamentos
de suporte, restricdo de exercicio e remoc¢ao bem-sucedida das filarias (Bowman & Atkins,
2009).

Mesmo com a eliminacdo bem sucedida dos parasitas, algumas lesbées como a
fibrose pulmonar, cardiomegadlia e as lesdes renais e hepaticas poderao ser irreversiveis,
acabando por a curto-médio prazo provocar o agravamento do estado clinico e a morte do
animal. Podera estabelecer-se um protocolo terapéutico de suporte, no entanto, ha sequelas

que permanecem mesmo em animais curados da infeccao (Kitagawa et al., 1997).

12. Novas Tendéncias de Investigacao

Tem-se verificado, recentemente, um interesse crescente por parte da comunidade

cientifica em relacdo a questdao da dirofilariose, o que tem levado a grandes avangos no
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conhecimento da dita parasitose. As tendéncias que marcam actualmente a investigacao
cientifica englobam a area das ferramentas diagndsticas, da quimioterapia, do estudo da
epidemiologia e do estudo da relacao parasita’/hospedeiro a nivel molecular.

Em relacdo a novos métodos de diagndstico, foi recentemente desenvolvida uma
técnica baseada na amplificacdo de regides da citocromo-oxidase 1 (COX1) de fragmentos
de ADN mitocondrial do parasita, através de PCR mudltiplo. Assim, é possivel o diagnéstico
diferencial e simultaneo de D. immitis, D. repens, Acanthocheilonema reconditum e
Cercopithifilaria sp. em caes. Existe outra técnica semelhante que permite distinguir D.
immitis de D. repens, tanto em cdes como em mosquitos (Latrofa, Dantas-Torres, Annoscia,
Genchi, Traversa & Otranto, 2011).

Outros estudos no ambito dos biomarcadores, sugerem a possibilidade de utilizar a
troponina | e mioglobina como marcadores do dano cardiaco e o uso do dimero-D como
marcador de dano vascular (Carretén et al., 2011).

Relativamente a op¢des de tratamento, foi estudada a relagao simbiotica da bactéria
Wolbachia com as diversas espécies de filarias, encontrando nesta relacdo um alvo de
tratamento, através da incorporagédo de antibiéticos (doxiciclina) como foi referido no ponto
relativo ao tratamento. Actualmente, estdo a investigar-se os mecanismos que poderiam
estar envolvidos na diminuicao da producao de microfilarias apds a diminuicao de Wolbachia
dos tecidos das filarias, subsequente a um tratamento com antibiéticos (Landmann, Voronin,
Sullivan & Taylor, 2011). Isto, juntamente com a exploracao da possibilidade de aplicar
novos antibioticos e a identificacdo de genes e enzimas importantes para a fisiologia da
Wolbachia, podera constituir metas futuras para ensaios terapéuticos (Gonzalez-Miguel et
al., 2012).

Tendo em conta que o clima tem um papel crucial na epidemiologia da dirofilariose, é
importante e necessaria a aplicacao de protocolos de vigilancia que consigam detectar as
alteracdes climaticas, antes da implementagédo de medidas preventivas (Gonzalez-Miguel et
al., 2012). Recentemente, a aplicacdo de novas tecnologias baseadas num sistema de
informagao geografico (GIS — Geographic Information System) e em RS (Remote Sensing)
tem vindo a permitir cartografar a dirofilariose relacionando-a com os factores climaticos,
ambientais e antropogénicos, com consequente elaboracdo de modelos de predicdo da
dindmica de transmissdo da doenga. Estudos realizados na Europa com estas técnicas
permitiram determinar o niumero anual de geragbes de D. immitis e a duragao dos periodos
de risco de infecgdo em diversas areas do continente (figura 51) (Gonzéalez-Miguel et al.,
2012; Rinaldi, Musella, Genchi & Cringoli, 2007).

O GIS e o RS podem ainda contribuir para determinar potenciais emergéncias de
novas areas endémicas, facto que faz destas técnicas absolutamente essenciais para

determinar medidas de controlo de parasitas (Simén et al., 2012).
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Figura 52 — Modelo preditivo de dirofilariose baseado em GDD (growing degree days), uma medida de
acumulacéo de calor. Inicio e final do periodo de transmissao da dirofilariose em algumas localidades da Europa.
Fonte: Genchi et al., 2005

O estudo das relagbes parasita’hospedeiro representa outra drea de interesse para a
comunidade cientifica. As técnicas protedbmica e imundmica, juntamente com a
espectrometria de massas, permitiram identificar pela primeira vez numerosas proteinas de
D. immitis, relacionando-as com as suas fungdes e atribuindo-lhes um possivel papel nos
mecanismos de relagdo entre parasita e hospedeiro (Gonzalez-Miguel, Morchén, Siles-
Lucas, Oleaga & Simén, 2010). A observacdo da correlagdo entre o nimero e tipo de
proteinas reconhecidas por cada hospedeiro e o nivel de adaptacdao dos parasitas e
caracteristicas clinicas da doenca foi um feito de grande importancia ao sugerir que estas
diferencas poderdo ter uma base molecular. Um conhecimento profundo do parasita e de
como este interage com o seu hospedeiro é de fundamental importancia para o
desenvolvimento futuro de novas ferramentas de controlo e diagnéstico (Gonzalez-Miguel et
al., 2012).

O conhecimento do genoma, proteoma, bioquimica, metabolismo, muda, patogénese
e mecanismos de sobrevivéncia da D. immitis e D. repens é ainda limitado, pelo que em
estudos futuros estes topicos poderao conferir informacgdes acerca de novas terapéuticas e
alvos de controlo de infecgéo, para além de explicar as diferengas nas relagdes entre estes
parasitas e os seus hospedeiros (Simon et al., 2012).
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A pesquisa e desenvolvimento de vacinas para a dirofilariose ndo tem progredido
desde que os primeiros testes foram executados em larvas (Simén et al., 2009). Sao
necessarias investigacoes relativamente a complexidade molecular, ao numero vasto de
isoformas de muitos antigénios e a falta de imunogenicidade de algumas proteinas em
infeccbes naturais. Este conhecimento permitiria aos investigadores efectuar estudos com
uma abordagem mais racional as formas de interferir com varios processos chave no ciclo

de vida do parasita simultaneamente (Simén et al., 2012).

12.1 Nova Espécie de Dirofilaria

Foi detectada uma nova espécie de Dirofilaria, em Hong Kong, que afecta canideos e
humanos. Foram registados trés casos em humanos que apresentavam linfadenopatia
cervical, massas subcutadneas abdominais e n6dulos subconjuntivais. As filarias recuperadas
das lesbes apresentavam caracteristicas morfolégicas e genéticas compativeis com
Dirofilaria. Esta mesma espécie foi encontrada em seis caes (mas em nenhum gato) cujo
teste antigénico apresentava resultados negativos para D. immitis, excepto num caso onde
estava presente uma infecgcdo mista, detectada por PCR. O nome proposto para esta
espécie € “Candidatus Dirofilaria hongkongensis” (To, Wong, Poon, Trendell-Smith, Ngan,
Lam, Tang, Ahchong, Kan, Chan &Yuen, 2012).
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CAPITULO IV - APRESENTACAO ESTATISTICA DOS CASOS
DE DIROFILARIOSE

1. Caracterizacao da Zona

Portugal Continental tem um clima temperado subtropical, com verdes secos,
englobando dois subtipos de clima (figura 52):

a) ameno com verdes quentes e secos (Csa) — vale do Douro e regides a sul do
sistema montanhoso Montejunto-Estrela (excepto litoral oeste do Alentejo e Algarve).

b) ameno com verdes secos e suaves (Csb) — quase em todas as regides a Norte do
sistema montanhoso Montejunto-Estrela e nas regides do litoral oeste do Alentejo e Algarve.
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Figura 53 - Classificagédo climatica de Képpen-Geiger de Portugal Continental. A vermelho esta representada a
zona do concelho de Benavente, de onde tém origem quase todos os pacientes positivos. Csa - clima temperado
com Verao quente e seco; Csb - clima temperado com Verao seco e suave; BSk — clima de estepe fria da latitude
média. Fonte: adaptado de Instituto de Meteorologia (www.meteo.pt)

O territorio do concelho de Benavente em geral situa-se no dominio ecolégico sub-
mediterrdnico numa zona de mosaico de montado e campina, e de terrenos allvio-
mediterranicos de natureza hidromérfica, com caracteristicas naturais de pauis e sapais, em
parte empregues na orizicultura ou noutras culturas de regadio mediterranico. E uma zona
rica em montados de quercineas e em pinhais mansos, estando ainda repleto de campos e
searas. Os vales aluvionares ligados aos rios Tejo, Sorraia € Almansor € as zonas

ribeirinhas, juntamente com todas as &reas encharcadas, constituem zonas de grande
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diversidade biolégica. Esta zona € marcada pela presenca de bidétopos humidos, terrenos
pantanosos e extensas areas de arrozal e outras areas de elevado valor ornitologico e
entomoldgico (figura 53).

Figura 54 — Paisagens do concelho de Benavente. A — Rio Alimansor, Samora Correia. Fonte: Camara Municipal
de Benavente, 2012; B — Arrozais na varzea de Santo Estévao; C — Zonas pantanosas. Fonte: fotos gentilmente
cedidas por Ana e Anténio Oliveira.

2. Diagnésticos Efectuados

A época das prevengoes da dirofilariose (Guardian®), que acarreta a realizacido de
testes antigénicos antes do inicio de um novo protocolo de prevencao, inicia-se, geralmente
no més de Margo. Para além deste periodo, fazem-se testes antigénicos sempre que existe
uma suspeita, em animais que nao seguem um plano profilactico correctamente ou que
estdo prestes a iniciar um (gréfico 22).

Kit Teste Antigénico

Animais Positivos
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Grafico 22 — NUmero de testes antigénicos realizados e nimero de animais positivos, no periodo de estagio.

Para além dos testes antigénicos, fizeram-se observacées ao microscopio de gotas

frescas de sangue, verificando-se microfilarémia em sete dos quinze animais (figura 54).

Figura 55 — Microfilaria observada em exame de gota fresca (objectiva: 10x)

82



3. Caracterizacao da Populacao — Animais Positivos

Dos 40 animais testados, 15 eram positivos e cerca de um tergco nunca tinha feito
prevengao da dirofilariose, sendo que os restantes tinham iniciado um plano profilactico
onde, durante as consultas, se detectaram falhas por parte dos proprietarios no
cumprimento do calendario de prevengoes.

A maior parte dos animais positivos tinha entre os 2 e os 7 anos, havendo também
um maior numero de casos na categoria dos 10 anos (grafico 23). Dos 15 animais positivos,
9 deles eram machos e 6 eram fémeas (grafico 24).
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Grafico 23 — Relacao entre as idades e o nimero de diagnésticos positivos.

4 Feminino

4 Masculino

Grafico 24 — Distribuicdo dos casos positivos em animais do sexo feminino e masculino.

Outras caracteristicas destes quinze animais positivos incluem:

= Pelagem:
o Curta: 9
o Média: 2
o Comprida: 4
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= Acesso ao exterior:
o Permanente: 4
o Controlado: 11
= Aptidao:
o Caca:1
o Guarda: 3
o Companhia: 11

Zona de Residéncia
o Ribatejo: 13
o Lisboa: 2
= Profilaxia:

o Ausente ou com falhas: 15

4. Motivos de Consulta

Os motivos de consulta que conduziram aos 15 diagnésticos de dirofilariose
incluiram, para além dos casos em que se efectuou o teste por “rotina”, pelos motivos ja
contemplados acima, animais com tosse, intolerancia ao exercicio, perda de condicao
corporal, anorexia, prostracdo, distensdo abdominal, mau estado do pelo e nédulo
subcutaneo (grafico 25).

Grafico 25 — Motivos de consulta que conduziram a realizagao dos testes antigénicos com resultados positivos.

O principal sintoma que levava os animais a consulta era a tosse, seguido da

intolerancia ao exercicio, perda de condicao corporal e distensdo abdominal. De referir que
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0 numero de sintomas/motivos descrito ndo corresponde exactamente ao numero de
diagndsticos porque no mesmo animal por vezes registou-se mais do que um sintoma.
Nalguns casos, o0s sintomas estavam associados a outras condicdes patolégicas
concomitantes, como foi 0 caso de um animal com dirofilariose e leishmaniose. O animal
com nodulo subcutaneo (microfilaria subcutanea detectada) apresentava microfilarémia e
era positivo para D. immitis no teste antigénico. Embora ndo tenha sido feita a identificacao
laboratorial da microfilaria, as hipéteses incluem: D. repens, Dipetalonema reconditum e D.

immitis (localizag¢ao erréatica), podendo por isso tratar-se de uma infecgdo mista ou nao.

Figura 56 — Microfilaria detectada em nédulo subcutaneo (corado com DiffQuick®; objectiva - 1000x).

5. Terapéutica

Ap6s o exame clinico e determinacdo do risco em cada um dos animais
diagnosticados com dirofilariose, foi instituido um plano terapéutico adequado em 13 deles,
sendo que dois apresentavam sinais tdo severos (sindrome de weia cava) que seria
impossivel tolerarem o tratamento adulticida. Optou-se sempre pelo tratamento em trés
fases, sendo a primeira fase a administragdo de doxiciclina, tendo como alvo terapéutico a
Wolbachia, iniciando-se posteriormente uma segunda fase de administracdo mensal de
lactona macrociclica e, por fim, uma terceira fase — a mais critica € com maior probabilidade
de ocorréncia de complicagdes ou reaccdes adversas — consistindo na administragdao de um
adulticida (melarsomina). A opcao pelo esquema de duas ou trés doses de adulticida
baseou-se sempre no estado clinico do paciente, na carga parasitaria e algumas vezes teve
em conta, inevitavelmente, as possibilidades econémicas e disponibilidade dos proprietarios.
Como prevencao de reacgdes anafilacticas, era feita a administracdo de um anti-inflamatério
esterbide sempre que a fase de tratamento o requeria, como é o caso do momento da
administracao do adulticida, com a consequente morte massiva de parasitas adultos. Apés a
administracdo do adulticida, nos casos mais criticos, 0s animais eram mantidos em
observacbes de modo a ser possivel controlar atempadamente possiveis reaccoes

adversas, caso estas ocorressem.
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6. Complicacoes

Segundo a classificagdo actualmente utilizada e descrita no capitulo lll, cinco dos
quinze animais eram de alto risco e os restantes dez de baixo risco.

Apenas um dos animais apresentou sintomas de tromboembolismo posterior a
administracdo de adulticida, tendo sobrevivido sem outras complicagées. Dois animais
evoluiram para sindrome de veia cava, tendo ambos acabado por morrer. Um dos animais
de alto risco morreu devido a doenga concomitante. Dos restantes animais em tratamento,

todos recuperaram bem sem complicagbes associadas.

7. Discussao

Nos casos descritos, embora a amostragem seja reduzida para poder alcancgar
conclusdes precisas, pode-se dizer que aquilo que foi observado vai de encontro com o que
€ descrito nos estudos consultados e referidos na monografia.

E necessario ter em conta que, embora o teste antigénico seja o gold standard para
o diagnostico da dirofilariose, existe a possibilidade de ocorréncia de falsos negativos em
casos especificos de infeccdes com machos apenas, fémeas imaturas ou quando a
quantidade de antigénios é indetectavel. Ainda assim, neste caso, dentro do grupo de 25
animais testados com resultados negativos nenhum dos suspeitos obteve um resultado
positivo aquando da repeticdo do teste antigénico, meses depois.

Verificou-se uma maior prevaléncia de infecgdes por dirofilariose em animais do sexo
masculino tal como descrito no capitulo Ill. Tal facto pode dever-se, como ja foi dito, a
€exposicao aos vectores a que estes sao sujeitos, dada preferéncia dos machos como caes
de guarda. Para além disso, € comum na zona em questao ser permitido o acesso a rua
com frequéncia, para além de também ser uma zona com muitas quintas, onde os animais
andam quase sempre no exterior estando, por isso, mais expostos a infecgcdo pelos
mosquitos.

As idades registadas concentram-se entre os 2 aos 7 anos, 0 que podera relacionar-
se com o facto de o tempo de exposicdo ser longo o suficiente para aumentar as
probabilidades de infecc¢ao.

A maior parte dos animais infectados tinham pélo curto, o que vai de encontro com a
teoria de que os mosquitos procuram sempre zonas mais faceis de penetrar, o que nao
acontece em pelagens compridas.

Embora a maior parte dos animais infectados seja de companhia, podendo pensar-se
que estes passam mais tempo em casa e estdo, por isso, menos expostos, ha que ter em
conta o que foi referido acima em relacdo a abundancia de quintas na zona, onde os
animais andam livremente na rua, passando pouco tempo em casa. A crenga de que um

animal que esta sempre em casa nao pode ser infectado € comum entre os proprietérios,
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que descuram na prevencgao pensando ter o seu animal a salvo. Isto é falso dado que é
necessaria apenas uma picada para infectar o animal e, para além disso, muitas vezes as
areas urbanas criam microambientes altamente favoraveis para os mosquitos, atraindo-os.

Todos os animais infectados, excepto 2, residiam no concelho de Benavente ou nos
arredores, onde 0s extensos arrozais, pantanos, vales, ribeiras e areas de regadio tornam o
ambiente propicio ao desenvolvimento dos vectores da Dirofilaria.

De referir que pelo menos dois dos proprietarios dos animais infectados, ja tinham
tido animais que ndo sobreviveram a dirofilariose. No geral, os proprietarios seguiam o
protocolo terapéutico, aparecendo nas consultas nas datas agendadas e cumprindo as
indicagdes dadas. Infelizmente, ndo se verificou igual adesdo com os planos profilacticos,
onde os esquecimentos por parte dos proprietdrios eram muitos, tendo havido também
alguns casos onde houve incompreensao dos protocolos ou desvalorizagdo da importancia
da prevencéo.

As falhas no cumprimento dos planos profilacticos definidos foram, sem duvida, as
principais causas que, juntamente com o clima e bidtopos altamente favoraveis da regiao,

fazem com que a regiao tenha um registo extremamente alto de animais com dirofilariose.
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Capitulo V - CONCLUSAO

O estagio na clinica veterinaria Vetsam foi uma experiéncia enriquecedora e bem
sucedida, tendo superado as expectativas no que diz respeito a casuistica e a aquisicao e
consolidagcao de conhecimentos e competéncias. Foi uma passagem essencial no percurso
da formacao da estagiaria enquanto futura médica veterinaria, sentindo-se esta mais e
melhor preparada para enfrentar o mundo real daqui em diante.

A dirofilariose possui varios pontos de interesse essenciais: o facto de estarem
presentes duas espécies diferentes de Dirofilaria que infectam, essencialmente, trés
hospedeiros — 0s caes, os gatos e os humanos — para além dos reservatérios silvestres, que
complicam bastante a epidemiologia da doenca; a existéncia de uma bactéria simbiotica
(Wolbachia) cujo estudo conduziu a novos conhecimentos acerca da biologia das dirofilarias
e dos seus mecanismos e proporcionou novas formas de tratamento; a distribuicdo por todo
o mundo e a sua modificacdo motivada pelas alteracées climaticas globais que afectaram a
transmisséo pelos vectores. Apesar de este ser um tema com crescente interesse por parte
da comunidade cientifica, ainda se encontram muitos aspectos por estudar melhor. Nao se
sabe ainda o suficiente acerca do genoma, proteoma, bioquimica, metabolismo, patogénese
ou mecanismos de sobrevivéncia da Dirofilaria, sendo necessarios mais estudos sobre estas
questdes, podendo as respostas as mesmas proporcionar novos protocolos de controlo e
tratamento. Para além de tudo isso, desde que foram feitos os primeiros testes com larvas
irradiadas nunca mais surgiram avancos significativos no desenvolvimento de vacinas.

Os casos de dirofilariose registados e analisados durante o estagio corresponderam
ao esperado, seguindo estes os padrdes normais ja verificados antes noutros estudos.
Obviamente que, pela amostragem nao ser suficientemente representativa, ndo foi possivel
retirar conclusdes fiaveis ou definitivas. No entanto, péde observar-se que os animais
positivos em questdo eram maioritariamente machos, adultos, de pélo curto, residentes em
zonas com ambiente favoravel aos vectores e com um estilo de vida essencialmente
passado no exterior, indo tudo isto de encontro ao que se encontra descrito na bibliografia
consultada, no que diz respeito a prevaléncias e factores de risco.

Tornou-se bastante clara, durante o estagio, a importancia de alertar e informar o
melhor possivel os proprietarios, visto que muitos continuam a descurar os actos
profilacticos, acreditando em mitos como “se o animal permanecer em casa, ndo podera
ficar infectado”. Deve-se, por isso, recorrer a todos os meios para tornar claros quais os
factores de risco, assim como informar acerca das consequéncias da dirofilariose e dos

beneficios de seguir um plano profilactico correctamente, sem esquecimentos.
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