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RESUMO

Dirofilaria immitis € um nematddeo responsavel por infeccdo cardiopulmonar em caninos e
felinos. No Brasil tem sido relatado um namero crescente de cdes infectados, entretanto a
maioria deles ndo apresentam sinais clinicos aparentes, porém alteragdes laboratoriais podem
ser encontradas. Sendo os exames complementares essenciais, junto com o historico e exame
fisico, para a avaliacdo do estado clinico do animal antes do tratamento adulticida. O Unico
tratamento reconhecido é o dicloridrato de melarsomina, porém além de causar
tromboembolismo nos animais tratados ndo se encontra disponivel no mercado brasileiro,
levando alguns autores a estudar tratamentos alternativos, utilizando tetraciclinas e lactonas
macrociclicas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes hematoldgicas e
bioquimicas, além da eficacia das lactonas macrociclicas em associacdo com tetraciclinas em
caes naturalmente infectados com D. immitis. Para avaliacdo hematoldgica foram analisados
51 animais sorologicamente positivos, domiciliados, de ambos os sexos, sem critério racial,
idade superior a seis meses, negativos para hematozoarios no exame parasitolégico, bem
como animais que ndo fizeram uso de doxiciclina e lactonas macrociclicas nos ultimos seis
meses. Todos foram submetidos ao exame parasitoldgico, onde foram divididos em grupos
microfilarémicos e amicrofilarémicos. Os parametros hematoldgicos e bioquimicos foram
interpretados baseados nos valores de referéncia. Dos 51 animais, 35,3% (18) eram
microfilarémicos e 64,7% (33) amicrofilarémicos. Em ambos os grupos foi observado
microcitose, eosinofilia e hiperproteinemia sem diferencas estatisticas. Os mondcitos estavam
dentro dos valores de referéncia, porém apresentaram diferenca estatistica entre os grupos,
com maior quantidade no grupo microfilarémico, além disso, foi encontrado trombocitopenia
apenas no grupo amicrofilarémico com diferenca estatistica. Entretanto a média dos valores
bioquimicos estavam dentro dos valores de normalidade e sem diferencas estatisticas entre os
grupos. Para a realizacdo do tratamento foram utilizados seis cdes, provenientes do
atendimento ambulatorial do Hospital Veterinario da UFRPE, destes 50% fémeas, todos de
racas variadas e adultos. Foram avaliados do ponto de vista clinico, submetidos ao exame
soroldgico SNAP ® 4DX, teste rapido DPP® para Leishmaniose Visceral Canina, e pesquisa
parasitologica de hematozoarios e microfilarias circulantes. Os animais foram submetidos ao
protocolo de tratamento com doxiciclina na dose de 5mg/kg a cada 12 horas durante 30 dias, e
posteriormente ivermectina na dose de 0,006mg/kg uma vez por més, por tempo
indeterminado. Para avaliacdo da eficacia do tratamento foram realizadas avalia¢@es clinicas e
laboratoriais nos momentos zero, seis meses e doze meses pos tratamento. Além disso, em
todos os momentos foram realizados exames hematoldgicos e bioquimicos e a cada seis meses
testes soroldgico e parasitolégico para deteccdo de antigenos e microfilarias circulantes,
respectivamente. De acordo com o0 exposto, pode-se concluir que os valores hematoldgicos e
bioquimicos sdo fundamentais pois fornecem ao clinico veterinario subsidios importantes para
avaliar as condic@es clinicas, estagio da doenca e prognostico, auxiliando a definir a melhor
conduta terapéutica. Além disso, os resultados do protocolo de tratamento mostraram que a
associacdo utilizada levou a morte de parasitos adultos e microfilarias, contudo apenas 50%
dos animais foram negativos para antigenos circulantes ao final dos 12 meses de tratamento.



ABSTRACT

Dirofilaria immitis is a nematode responsible for cardiopulmonary infection in canine and
feline. In Brazil, a growing number of infected dogs have been reported, however, most of
them do not show any apparent clinical signs, but laboratory changes can be found. The
complementary exams are essential, together with the historic and physical examination, for
the evaluation of the clinical state of the animal before adulticide treatment. The only
recognized treatment is melarsomine dihydrochlorid, but in addition to causing
thromboembolism in treated animals is not available in the brazilian market, leading some
authors to study alternative treatments using tetracyclines and macrocyclic lactones. Thus
objective of this work was to evaluate the hematological and biochemical alterations, besides
the efficacy of the macrocyclic lactones in association with tetracyclines in dogs naturally
infected with D. immitis. We analyzed 51 serologically positive animals, domiciled, of both
sexes, without racial criteria, more than six months of age, negative for hematozoas in
parasitological examination, as well animals that have not used doxycycline and macrocyclic
lactones in the last six months. All were submitted to parasitological examination, where they
were divided into microfilaremic and amicrofilaremic groups. Hematological and biochemical
parameters were interpreted based on reference values. Of the 51 animals, 35.3% were
microfilaremic and 64.7% were amicrofilaremic. In both groups, was observed microcytosis,
eosinophilia and hypoproteinemia without statistical differences. The monocytes were within
the reference values, but showed a statistical difference between the groups, with a greater
amount in the microfilaremic group, and the thrombocytopenia was found only in the
amicrofilaremic group with statistical difference. However the average of the biochemical
values were within normal values and without statistical differences between the groups. For
the treatment, six dogs were used, from the ambulatory care of the Veterinary Hospital in
UFRPE, of these 50% females, all of them of varied races and adults. They were evaluated
from the clinical point of view, submitted to the serological examination SNAP ® 4DX,
DPP® rapid test for Visceral Canine Leishmaniasis, and parasitological research for
hematozoas and circulating microfilariae. The animals were submitted to treatment protocol
with Doxycycline at a dose of 5mg / kg every 12 hours for 30 days, and thereafter ivermectin
at a dose of 0.006mg / kg once a month for an indeterminate time. Clinical and laboratory
evaluations were performed to evaluate the efficacy of the treatment in moments zero, Six
months and twelve months post treatment. In addition, hematological and biochemical tests
were performed at all times and every six months serological and parasitological tests for the
detection of circulating antigens and microfilaria, respectively. Accordingly, it can be
concluded that the hematological and biochemical values are fundamental because they
provide the clinical veterinarian important subsidies to evaluate the clinical conditions, stage
of the disease and prognosis, helping to define the best therapeutic behavior. In addition, the
results of the treatment protocol showed that the association used led to the death of adult and
microfilaria parasites, but only 50% of the animals were negative for circulating antigens at
the end of the 12 months of treatment.
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1. INTRODUCAO

A dirofilariose canina é a principal causa de cardiopatia adquirida em todos o0s
membros da familia Canidae (NELSON et al., 2005), cujo agente etiologico € um nematddeo
filarideo, Dirofilaria immitis, transmitido por culicideos dos géneros Aedes, Anopheles e
Culex (CDC, 2012). Apesar de ter o cdo como seu hospedeiro definitivo, por vezes o gato e 0
homem, outros mamiferos como raposas, focas, cavalos, ursos e lontras (MAR et al. 2002;
McCALL et al., 2008b, SILVA; LANGONI, 2009) podem também ser infectados
(MORCHON et al., 2012; OTRANTO et al., 2011; FALIDAS et al., 2016).

Sendo considerada de grande importancia na clinica veterinaria de pequenos animais
por causar alteracdes patoldgicas, incluindo lesdes cardiovasculares, pulmonares, hepaticas e
renais (PAES-DE-ALMEIDA et al., 2003; PASCA et al., 2012; JANG et al., 2015), com
graves complicacBes que podem levar o animal a morte (SIMON et al., 2014). Apresenta-se
distribuida em todos os continentes, principalmente nos trépicos, subtrépicos e zonas
temperadas (BAUTISTA et al., 1998; MCCALL; GUERRERO, 2010).

O diagnostico da dirofilariose canina pode ser realizado pela deteccdo de microfilarias
circulantes, através de técnicas parasitologicas (AHS, 2014; MAGNIS et al., 2013), além da
pesquisa de antigenos circulantes por meio de técnicas soroldgicas (SILVA; LANGONI,
2009; SIMON et al., 2012).

Entretanto, alguns autores relatam que exames laboratoriais podem ser utilizados
como marcador de infeccdo (ATKINS, 2010) ou no monitoramento da infec¢do, progndstico e
planejamento terapéutico, bem como a evolugdo do animal frente ao tratamento de escolha
(NIWETPATHOMWAT et al., 2007). Porém sdo escassos os trabalhos relatando as alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas em cdes infectados com D. immitis e sua importancia no

diagnostico da infeccéo.

Por outro lado, o tratamento convencional da dirofilariose é realizado pela aplicacéo
do hidrocloridrato de melarsomina (AHS, 2014) e posterior tratamento microfilaricida com
lactonas macrociclicas (LABARTHE; ALVES; SERRAO, 2002). Contudo em &reas onde no
ha a disponibilidade deste farmaco, surge como opg¢éo de tratamento a utilizacao das lactonas
macrociclicas em associagdo com tetraciclinas (BAZZOCCHI et al., 2008; McCALL et al.,
2008a, 2008b; GRANDI et al., 2010).
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Tendo em vista 0 aumento da casuistica da dirofilariose canina na clinica de pequenos
animais, além da falta de informacdo dos médicos veterinarios sobre diagnostico, prognostico
e tratamento, que contribui para uma alta morbidade e mortalidade dos cées infectados, este
estudo teve como objetivo avaliar as alteracfes hematoldgicas e bioquimicas, bem como a
eficdcia das lactonas macrociclicas em associacdo com tetraciclinas em caes naturalmente

infectados com Dirofilaria immitis.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 AGENTE ETIOLOGICO

A classificacdo sistematica do helminto est4d bem documentada por Furtado e colaboradores
(2010).

Reino: Animalia

Filo: Nematoda

Classe: Secernentea

Subclasse: Spiruria

Ordem: Spirurida

Superfamilia: Filaroidea Weiland (1958)
Familia: Onchocercidae Leiper (1911)
Subfamilia: Dirofilariinae Sandground (1921)
Género: Dirofilaria Railliet; Henry (1911)
Espécie: Dirofilaria immitis Leidy (1856)

D. immitis € um nematddeo alongado, com estrias transversais na superficie do corpo,
extremidade cefélica levemente fina e arredondada, de cor branca que pode medir até 31 cm
de comprimento. Os machos distinguem-se das fémeas pelo seu menor tamanho (12 a 20 cm)
e porque a sua extremidade posterior termina em espiral. Nas fémeas a vulva encontra-se atras
do es6fago, a extremidade caudal é arredondada e nao enrolada em espiral. O anus, tanto na
fémea como no macho, estd em posicdo subterminal (TROTTI et al., 1996; BAUTISTA et al.,
1998; FURTADO et al., 2010). As fémeas sdo viviparas e eliminam microfilarias para a
circulacdo medindo aproximadamente 308 X 7 pum, sem bainha, fusiformes, com a
extremidade cefélica mais estreita que o corpo e com a cauda longa, pontiaguda e reta (LOK,
1988; SONG et al., 2009).

Muitos filarideos, incluindo D. immitis, abrigam bactérias intracelular obrigatdrias,
gram-negativas, endo-simbiéticas pertencentes ao género Wolbachia (Rickettsiales) (KOZEK,
2005; TAYLOR et al., 2005), que se localizam nos corddes longitudinais de todos os
individuos desta espécie e no trato reprodutivo das fémeas (oogonias, oocitos, embrides)
(BANDI; TREES; BRATTING, 2001). Desta forma, as microfilarias ja sdo liberadas na
circulacéo infectadas por Wolbachia sp. (KOZEK, 2005).
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A importancia da relagdo simbidtica que existe entre a bactéria do género Wolbachia e
diversas espécies de filarideos tem sido muito relatada (KOSEK, 2005), pois além da sua
presenca ser indispensavel para o desenvolvimento, reproducéo e sobrevivéncia da D. immits
(BANDI, 2001; KOSEK, 2005), tem um papel importante na patogénese e na resposta imune
frente a infeccéo por filarideos, principalmente pela resposta
imunoinflamatéria/imunomoduladora do hospedeiro contra uma proteina de superficie (WSP-
Wolbachia Surface Protein) (KRAMER et al., 2003; SIMON et al., 2007).

2.2 CICLO BIOLOGICO

D. immitis possui um ciclo biolégico (Fig. 1) com uma duracéo relativamente longa,
variando entre os sete e os nove meses (AHS, 2014). Apresenta cinco fases de
desenvolvimento larval tendo um hospedeiro intermediario, atuando como vetor, e um
hospedeiro definitivo vertebrado (GENCHI et al., 2009). O género Dirofilaria é o Unico, na
familia Onchocercidae, cujas larvas desenvolvem-se em tubos de Malpighi de mosquitos da
familia Culicidae (SYMES, 1960; WALTERS; LAVOIPIERRE, 1982; SAUERMAN;
NAYAR, 1983). Apesar de poder infectar varias espécies de mamiferos (BAUTISTA et al.,
1998; ATKINS, 2010; McCALL; GUERRERO, 2010), apenas 0s canideos sdo considerados

como hospedeiro definitivo e reservatério (VENCO et al., 2008).

1 Microfilarias se desenvolvem
no mosquito até a forma
infectante

2 Mosquito deposita larvas
infectantes no tecido do
hospedeiro

3 Larvas migram para o coragao
e maturam, tornando se parasitos
adultos, ocorre a cépula e
liberam microfilarias na
circulagao

4 Mosquito ingere microfilarias
liberadas na corrente sanguinea

Figura 1. Ciclo de vida do nematddeo D. immitis (AHS, 2014)
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Na ocasido do repasto sanguineo em um hospedeiro microfilarémico, os culicideos
suscetiveis tornam-se infectados, nestes a Larva 1 (L1) invade os tubulos de Malpighi, em
seguida, muda para o estagio Larval 2 (L2) e em seguida para larva de terceiro estagio (L3) ou
Larva Infectante (TAYLOR, 1960). Posteriormente a L3 migra pela hemocele para 0s espagos
cefélicos e pecas bucais, para no momento do repasto sanguineo migrar ativamente pela
probdscide, sendo depositada na pele e posterior penetracdo no tecido subcutdneo do
hospedeiro vertebrado (ABRAHAM, 1988). O tempo necessario do desenvolvimento de L1 a
L3 no mosquito é temperatura-dependente, sendo ideal com temperatura de 27°C e humidade
relativa de 80%, ocorrendo entre 10 a 14 dias, sendo este tempo maior em temperaturas mais
baixas (KARTMAN, 1953; SLOCOMBE et al, 1989; AHS, 2014).

Os vetores da dirofilariose sdo mosquitos da familia Culicidae (AHID; LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1999). Entretanto, das mais de 70 espécies com capacidade de se infectar
com D. immitis, (OTTO; JACHOWSKI, 1981; CANCRINI et al., 1995; VEZZANI et al.,
2011; BOCKOVA et al., 2015), apenas os géneros Aedes, Ochlerotatus, Anopheles, Culex,
Culiseta e Coquilletidia tem sido identificados como potenciais vetores, embora a
competencia vetorial somente foi comprovada em algumas espécies (CANCRINI; KRAMER,
2001; CANCRINI, 2006; FERREIRA et al., 2015).

Desta forma, as espécies mais eficientes na transmissdo do parasito sdo as que se
reproduzem ativamente durante todo o ano e fazem pelo menos dois repastos sanguineos
diérios, bem como os que moderam a invasdo do nematédeo, permitindo o desenvolvimento
de um ntmero limitado de larvas compativel com sua sobrevivéncia, por meio de mecanismos
préprios de defesa (CANCRINI; GABRIELLI, 2007).

No hospedeiro vertebrado, em trés ou quatro dias passam ao quarto estagio (L4) e
migram para outros tecidos subcutaneos, adiposos e musculares, onde mudam novamente para
0 quinto estagio larval (L5) (ABRAHAM, 1988; KNIGHT, 1987). Ap6s 70 a 110 dias
aproximadamente, a larva L5 completa a migracdo somatica dentro do térax do hospedeiro
atingindo o sistema vascular e perfurando as veias periféricas, chegando até as artérias
pulmonares e ventriculo direito (HOCH; STRICKLAND, 2008; SIMON et al., 2012). E ainda
no estagio L5 que podem surgir migracdes erraticas, mais comuns em felinos domésticos com
destaque para localizagdes no sistema nervoso central (BOWMAN et al., 2002).

Dentro de trés meses 0os nematddeos atingem a maturidade sexual (190 dias apds a
infeccdo), ap0s a copula, as fémeas comecam a liberar microfilarias na circulagdo do

hospedeiro vertebrado, que pode ocorrer por mais de cinco anos (FLYNN, 1973; KETTLE,
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1995; SCHREY; TRAUTVETTER, 1998; LOK; WALKER; SCOLES, 2000). As
microfilarias sdo encontradas na circulagdo periférica aproximadamente seis meses apos a
infeccdo e ai podem sobreviver por até dois anos e meio (UNDERWOOD; HARWOOD,
1939).

Apesar da presenca de microfilarias no sangue ser imprescindivel para a perpetuacao
da espécie, infecgdes podem cursar sem a presenca de microfilarias circulantes, podendo
ocorrer em 20 a 30% dos casos (GRIEVE et al., 1986; NELSON et al., 2005a; RAWLINGS et
al.,, 1982). Esse fendbmeno ocorre nas infeccBes unisexuais, terapéutica microfilaricida,
resposta imune do hospedeiro e infecgdo pré-patente (RAWLINGS et al., 1982; GRIEVE;
LOK; GLICKMAN, 1983; LOK; WALKER; SCOLES, 2000; NELSON et al., 2005a;).

2.3 DISTRIBUICAO DA DIROFILARIOSE NO BRASIL

A epidemiologia da dirofilariose canina vem sofrendo mudancgas na distribuigdo e
prevaléncia, quando comparada a década passada, levando a um aumento significativo
principalmente nas areas costeiras (LABARTHE et al., 2014). Diversos fatores, como
alteracbes climaticas e o aquecimento global que propiciam a proliferacdo dos vetores
(GENCHI; RINALDI; GENCHI, 2010); a mudanca do ambiente pela densificacdo humana; o
aumento de deslocagbes de animais de companhia e abandonados; as resisténcias aos
inseticidas e a reducdo do controle e prevencdo da dirofilariose devido a problemas
econémicos (LABARTHE et al., 2014).

No Brasil, a infec¢do canina por D. immitis foi reportada em diferentes estados por
Barbosa e Alves (2006) encontrando prevaléncia nacional de 9,1% a 10,2% na dependéncia
do método diagndstico utilizado. Contudo Labarthe e colaboradores em 2014 encontraram
prevaléncia de 23,1% por meio de exames soroldgicos, indicando um aumento significativo
na prevaléncia nacional. A frequéncia encontrada na regido Nordeste foi de 29,7% com as
duas maiores cidades da regido, Salvador e Recife exibindo altas taxas, com 20 e 36,7%,

respectivamente, em areas menos antropizadas (LABARTHE et al., 2014).

Na regido Centro-Oeste, ha relato de 0,41% pelo método de Knott e 11,81% por meio
de Immunoblot, em Cuiaba-MT (FERNANDES et al., 2000). Na regido Norte, 10,7% pelo
Knott modificado em Belém-PA (SOUZA; BENIGNO; FIGUEIREDO, 1997); 61,8% pelo
Knott, 67,6% pelo método da gota espessa e 73,5% pelo ELISA na llha de Marajo-PA
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(GARCEZ et al., 2006); e 12,5% pelo método da gota espessa em Coari-AM (SILVA et al.,
2008).

Na regido Sul, foi observado uma prevaléncia de 13,2% (LABARTHE et al., 2014), na
regido Sudeste, encontrou-se 26,3% de prevaléncia e no Nordeste 29,7%, todos pelo teste
imunocromatografico (LABARTHE et al., 2014).

2.4 FISIOPATOLOGIA E ASPECTOS CLINICOS

A gravidade das lesdes e as consequentes manifestacdes clinicas que delas se originam
estdo relacionadas com o namero relativo de nematodeos adultos, assim como a duracdo da
infeccdo e a interacdo hospedeiro-parasito (ATKINS, 2010; MORCHON et al., 2010).
Animais com cargas parasitarias mais elevadas, geralmente apresentam doenca vascular
pulmonar mais grave e hipertensdo pulmonar mais severa do que animais levemente
parasitados (CALVERT et al., 1999; COCCHIARO, 2008).

A acdo traumatica das L5, nas artérias pulmonares, bem como a liberacdo de fatores
toxicos e o desencadeamento de mecanismos imunoldgicos, originam alteragcdes no endotélio
da vasculatura pulmonar (GOMES, 2009), ocorrendo descamacdo do endotélio com
exposicdo do subendotélio, estimulando a adesdo e ativacdo de plaquetas e aderéncia de
neutréfilos e macrofagos ativados. Em seguida, abaixo das areas desprovidas de endotélio, ha
producdo de colageno e células musculares lisas que formam projecdes, seguindo de
reendotelizacdo e formacdo de vilosidades (RAWLINGS; CALVERT, 1989; GERRERO,
2005). As artérias tornam-se rugosas e apresentam trajetos tortuosos, alterando o fluxo
sanguineo, levando ao aumento da permeabilidade do endotélio permitindo a saida de
proteinas séricas e fluido plasmatico para o intersticio perivascular, levando a alteracdes
pulmonares parenquimatosas tais como hiperemia, edema e inflamacdo (RAWLINGS;
CALVERT, 1989; SIMON et al., 2012).

As alteracdes endoteliais parenquimatosas e a propria presenca de D. immitis na artéria
pulmonar, gera aumento progressivo da pos-carga, dilatacdo ventricular direita e, no caso de
hipertensdo pulmonar grave, hipertrofia ventricular direita, levando a um quadro de
insuficiéncia cardiaca (CALVERT; RAWLINGS, 2002; LOMBARD, 1987). Pneumonite
eosindfilica foi descrita com maior frequéncia em dirofilarioses ocultas quando a destruicdo
imunomediada de microfilarias na microcirculagdo pulmonar produz amicrofilaremia
(MORCHON et al., 2007; OLEAGA et al., 2009). Os parasitos mortos e suas particulas
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originam troboembolismo pulmonar e infarto que podem levar a 6bito (GUERRERO, 2005;
MEIRELES et al., 2014).

As situacBes patologicas pulmonares cronicas resultam geralmente em fibrose
pulmonar (KITTLESON, 1999). Imunocomplexos que se formam em resposta aos antigenos
do parasito (OLEAGA et al., 2009) podem induzir glomerulonefrite nos animais infectados
acompanhada de proteinuria e, mais raramente, insuficiéncia renal (PAES-DE-ALMEIDA et
al., 2003; ARESU et al., 2007). A lesdo hepatica pode ocorrer como resposta a insuficiéncia
cardiaca direita, que pode ser observado no painel bioquimico dos animais (BAUTISTA et al.,
1998; PAES-DE-ALMEIDA et al., 2003).

A medida que a carga parasitaria aumenta, os nematédeos comecam a se alojar no
ventriculo direito, deste modo, cdes com mais de 40 helmintos sdo mais propensos a
desenvolver a sindrome da veia cava, onde 0s parasitos adultos realizam uma migracao
retrégrada das artérias pulmonares para o ventriculo direito, atrio e veia cava, comprometendo
a funcdo da valvula trictspide (ISHIHARA et al., 1978; ATWELL, BUORO, 1988; AHS,
2014), que associada a hipertensdo pulmonar leva a regurgitacdo sanguinea e aumento da
pressdo venosa central (CALVERT et al., 1999; COCCHIARO, 2008).

O animal pode apresentar hemoglobinemia, hemoglobinuria, anemia normocitica
normocrémica, podendo chegar ao 6bito entre 24 e 72 horas por choque cardiogénico,
complicado por anemia, acidose metabdlica ou coagulagdo vascular disseminada (KITOH et
al., 2001; CALVERT, THOMASON, 2008).

Tabela 1. Classificagdo do grau dos sinais clinicos na dirofilariose canina (AHS, 2014)

SINAIS CLINICOS GRAU
Assintomatico ou apresenta tosse Leve
Tosse, intolerancia ao exercicio, presenca de sons Moderado

anormais nos pulmdes
Tosse, intolerancia ao exercicio, dispneia, sons
anormais no coracao e nos pulmdes, hepatomegalia, Severo
sincope, ascites, morte
Aparecimento subito de letargia e fraqueza,
acompanhado de hemoglobinemia e hemoglobindria

Sindrome da veia cava
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Os sinais clinicos (Tabela 1) desenvolvem-se de forma gradual e, geralmente, tém
inicio com uma tosse cronica que vai evoluindo para uma dispneia moderada a severa,
prostracdo e sincopes pos-exercicio ou excitacdo (VENCO et al., 2005). Com o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca direita, o animal pode apresentar anorexia, perda
de peso progressiva, intolerancia ao exercicio e distensdo abdominal (ascite)
(POLIZOPOULOU et al., 2000; KITAGAWA et al., 2000; CALVERT; THOMASON, 2008;
CVBD, 2012).

2.5 ALTERACOES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

As alteracbes hematologicas e bioquimicas sdo consideradas de uso limitado no que
concerne a sua capacidade de diagnostico da dirofilariose, porém essas alteragdes constituem
ferramentas de apoio bastante Uteis na confirmacao do diagndstico e na avaliacdo de doengas
concomitantes (ATKINS, 2010).

Anemia regenerativa, resultante de hemdlise intravascular e é frequentemente
acompanhada de hemoglobindria (CALVERT et al., 1999), pode também esta presente em
animais com sindrome da veia cava ou doenca pulmonar arterial grave, assim como
trombocitopenia e coagulacdo intravascular disseminada (CID). N&o obstante apds o inicio do
tratamento adulticida disturbio da coagulacdo tem sido reportado (ATKINS, 2010). Contudo,
Niwetpathomwat et al. (2007) relataram que anemias leves e ndo regenerativas sdo comuns

em cdes com dirofilariose crénica e severa.

Por outro lado, aumento dos valores absolutos de leucdcitos, particularmente,
eosinofilos e basofilos sdo observagdes frequentes, mas sem especificidade para infeccéo por
D. immitis (CALVERT et al., 1999), sendo observadas de forma mais frequente em cées com
pneumonia eosinofilica e dirofilariose oculta quando a destruicdo imunomediada de
microfilarias na microcirculagdo pulmonar produz amicrofilaremia (MORCHON et al., 2007;
OLEAGA et al., 2009).

A hipoalbuminemia também tem sido relatada em cées com doenca crénica ou severa
tanto como resultado da glomerulopatia por perda de proteina ou como manifestacdo de
insuficiéncia cardiaca congestiva direita (CALVERT et al., 1999).

Ha relatos de cdes infectados que apresentam aumento nos valores de fosfatase

alcalina, alanina aminotransferase, aspartato transaminase sanguineas, uréia e creatinina
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(NIWETPATHOMWAT et al., 2007; HASHEM; BADAWY, 2008), indicando lesdo tecidual
do 6rgdo onde se localizam (NIWETPATHOMWAT et al., 2007), porém estas alteracfes ndo
estdo diretamente relacionadas com a infeccdo por D. immitis e sim com doenca renal e ou

hepatica (PASCA et al., 2012) que pode estar presente na dirofilariose.
2.6 METODOS DE DIAGNOSTICO

O diagnostico da dirofilariose canina baseia-se na deteccdo de microfilarias no sangue
periférico, através da técnica de Knott (1939) modificada por Newton e Wright (1956), por
ser considerada padrdo ouro para a diferenciacdo de microfilarias (RAWLINGS, 1986),
permitindo a observacdo da morfologia das larvas e a mensuracdo de suas dimensoes,
diferenciando entre D. immitis e outras espécies de filarideos, como Acanthocheilonema
reconditum (NELSON et al., 2005).

Em funcdo da baixa sensibilidade da técnica parasitoldgica, o diagnostico definitivo
deve ser realizado através de técnicas sorolégicas para deteccdo de antigenos circulantes do
parasito adulto (SILVA; LANGONI, 2009), pela sua alta especificidade e sensibilidade
(SIMON et al., 2012), sendo 0 método imunoenzimatico (ELISA), considerado o teste padréo
(AHS, 2014).

Segundo McCALL et al. (2008), na Gltima década tem-se desenvolvido métodos
moleculares para identificacdo de filarideos que permite um diagnostico com maior
sensibilidade e especificidade. No método da PCR em tempo real, podem ser detectadas
simultaneamente diferentes espécies de filarias como D. immitis e D. repens, tanto nos vetores
como nos hospedeiros vertebrados, tornando-se uma ferramenta importante em levantamentos

epidemioldgicos de areas endémicas (LATROFA et al., 2012).

Por outro lado, a imaginologia tem sido utilizada na suspeita diagnostica,
planejamento terapéutico e o estadiamento da severidade das lesfes decorrentes da infecgéo
por D. immitis (McCALL et al., 2008b; NELSON et al., 2014).

A radiografia de torax fornece evidéncias de aumento no didmetro da artéria pulmonar,
alteracdes do parénquima pulmonar e cardiomegalia cardiaca direita em estagios avangados
da doenga (VENCO et al., 2004), e em casos de insuficiéncia cardiaca congestiva direita,
pode ser observadas alteracbes como a efusdo pleural (SCHAFER; BERRY, 1995;
CALVERT; RAWLINGS, 2002; McCALL et al., 2008b).
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A ecocardiografia Doppler pode ser utilizada para avaliar a fungdo cardiaca direita,
estimar a localizagdo dos vermes, determinar o grau de hipertensdo pulmonar, o progndstico e
direcionar a forma de tratamento a ser administrada, uma vez que a carga parasitaria, assim
como pelo grau de lesdo dos vasos pulmonares podem sugerir adequacdo ao procedimento
terapéutico (CALVERT; RAWLINGS; McCALL, 1999; SIMON et al., 2012).

2.7 TRATAMENTO

A terapéutica da dirofilariose canina tem como finalidade melhorar a condig&o clinica
do animal e a eliminacdo de D. immitis com o minimo de complica¢Ges durante e apds o
tratamento (McCALL; GUERRERO, 2010; AHS, 2014).

O tratamento em pacientes assintoméaticos ou em pacientes que exibem sinais clinicos
leves (Tabela 1) normalmente ndo causa maiores problemas se houver um controle das
atividades fisicas (AHS, 2014). Em animais que apresentam um grau de infeccdo moderado a
grave, o tratamento tem um nivel de dificuldade maior, e desta forma ndo deve ser iniciado
até que o paciente seja estabilizado, podendo ser necessario a utilizacdo de
glicocorticoesterdides, diuréticos, vaso-dilatadores, agentes inotropicos positivos e
fluidoterapia (AHS, 2014).

Quanto aos individuos que apresentam sindrome da veia cava e hipertensdo pulmonar,
0 tratamento adulticida é contraindicado (ETTINGER; FELDMAN, 2004; AHS, 2014),
indicando se a intervencdo cirdrgica (KITAGAWA et al., 1997; AHS, 2014).

A eliminacdo dos parasitos adultos pode ser realizada pela aplicacdo do
organoarsénico hidrocloridrato de melarsomina, intramuscular profunda, entretanto, essa
droga leva a uma severa trombose pulmonar, além de ndo ser comercializada no Brasil
(KRAMER et al., 2008). Como opcdo, pode-se usar lactonas macrociclicas, notadamente a
ivermectina (6 a 12ug/kg), associada ou ndo ao pamoato de pirantel (5mg/kg), mensalmente,
por via oral, durante pelo menos 12 meses consecutivos. (McCALL et al.,, 1998). A
administracdo mensal e continua dessas doses de ivermectina é altamente eficaz contra

estagios larvais pre-cardiacos e jovens adultos (McCALL et al., 1998; AHS, 2014).

O efeito adulticida da ivermectina requer mais de um ano de administragbes mensais
continuas, podendo levar mais de dois anos para eliminar todos os parasitos (McCALL et al.,
2004; NELSON et al., 2005).
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Apesar da eficicia das drogas utilizadas na terapéutica de cdes com dirofilariose, a
ocorréncia de quadro clinico de choque em animais submetidos ao tratamento profilatico ou
adulticida com dietilcarbamazina (DEC), milbemicina e ivermectina, tem sido reportada por
Kitoh et al., (1994) e Kitoh et al. (2001a). A DEC leva o animal a choque devido a constri¢do
da veia hepatica, ocorrendo aumento do volume do vaso e hepatomegalia, resultando em
choque hipovolémico, sem entretanto o envolvimento da histamina. Por outro lado, Kitoh et
al. (2001b) demonstraram que a histamina participa no desenvolvimento do quadro de choque

em cdes inoculados com extrato bruto de D. immitis.

Estudos tem apontado para a importancia da relacdo simbiotica que existe entre a
bactéria Wolbachia e a D. immitis, pois além de ser indispensavel para sobrevivéncia do
nematodeo, ela apresenta uma proteina de superficie localizada na parede celular, a WSP
(Wolbachia surface protein) que induz o hospedeiro a desenvolver uma resposta especifica
mediada por 1gG (McCALL et al., 2008a). Dessa forma, com a morte dos parasitos, uma
grande quantidade de bactérias € liberada na circulacdo canina (McCALL et al., 2004;
GUERRERO, 2005), levando a reacGes inflamatorias sistémicas graves (CROSS et al., 2001),
pois interagem principalmente com macrofagos e neutréfilos, participando da patogénese e
resposta imune da dirofilariose (BANDI; TREES; BRATTING, 2001; TAYLOR et al., 2001;
KRAMER et al., 2004).

Entretanto, essa relacdo tem tido um efeito positivo no tratamento da dirofilariose,
visto que a eliminacdo da bactéria com antibioticoterapia leva a muitos resultados benéficos
como inbicdo do desenvolvimento larval, esterilidade das fémeas e efeito adulticida
(McCALL et al., 2014).

Para este proposito tem sido utilizado um antibidtico da familia das tetraciclinas, a
doxiciclina, na dosagem de 10mg/kg durante 30 dias (ETTINGER; FELDMAN, 2004,
MEIRELES et al., 2014; AHS, 2014), a qual reduz o nimero de Wolbachia em todas estagios
evolutivos de D. immitis (McCALL et al, 2011). Em cées com parasitos adultos, ocorre a
supressdo da microfilaremia gradualmente apos a administracdo da doxiciclina (BAZZOCCHI
et al, 2008; McCALL et al, 2008a). Estudos tém demonstrado que a administracdo de
doxiciclina (10mg/kg/sid/5 semanas) em combinacdo com ivermectina (6pg/kg/semana)
fornece atividade adulticida mais rapida do que a ivermectina sozinha, assim como 0 Uso
deles combinados reduz de forma mais eficaz o numero Wolbachia, do que s6 a administragéo
da doxiciclina (BAZZOCCHI et al, 2008; GRANDI et al., 2010; AHS, 2014).
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Vale ressaltar que apds o tratamento adulticida, fragmentos de nemat6deos mortos
pode dar origem a tromboembolismos pulmonares que podem levar o paciente a Obito
(MEIRELES et al., 2014), por isso durante o periodo do tratamento o nivel de atividade fisica
dos cdes representa um dos fatores mais importantes que contribui para a ocorréncia dessas
complicagdes pos-tratamento (DILLON et al., 1995; FUKAMI et al., 1998). Desta forma a
restricdo ao exercicio e, em alguns casos, o confinamento dos animais, de modo a promover o
seu repouso total, sdo medidas necessarias durante todo o processo, permitindo a melhoria da

circulacdo sanguinea cardiopulmonar e reduzindo a hipertensdo pulmonar (VENCO, 2007).

A prevengdo da infec¢do por D. immitis é realizada através do uso de quimioterapicos,
que devem ser iniciados antes da oitava semana de vida, principalmente em areas endémicas
(AHS, 2014). Existem diversos farmacos que podem ser utilizados como medicacédo
profilatica, podendo ser administradas por via oral e topica, os mais comumente utilizados e
com maior eficidcia sdo as lactonas macrociclicas: ivermectina, milbemicina oxima,
moxidectina e selamectina (LABARTHE et al., 2015; BOWMAN et al., 2016; MORAES-
DA-SILVA et al., 2016).

2.8 TRATAMENTO CIRURGICO

A sindrome da veia cava se desenvolve de forma aguda em cdes infectados por grande
namero de nematddeos adultos, pois os parasitos causam obstrucédo parcial do fluxo de sangue
através da valvula tricispide, podendo interferir no fechamento da mesma (AHS, 2014),
levando o animal a ébito caso ndo haja intervencdo cirurgica (KITAGAWA et al., 1997).

Para a realizacdo da remocéo cirdrgica dos parasitos € necessario apenas uma leve sedacgéo
e anestesia local, de modo a permitir a incis@o da veia jugular direita, onde se introduz pingas
longas e flexiveis com o auxilio do fluoroscopio, até o atrio direito e veia cava, retirando o
méaximo possivel de helmintos adultos (ISHIGARA et al., 1990; CALVERT; THOMASON,
2008; AHS, 2014).

Um estudo de Kitagawa et al. (1997) permitiu observar que a sobrevivéncia nos cées era
maior naqueles em que foram retirados um maior nimero de parasitas. Também foi possivel
demonstrar que a remocdo cirdrgica dos parasitas é eficaz na maioria dos animais com
sindrome da veia cava mas pode ser menos eficaz em cdes com a forma crénica desta

sindrome.
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Depois da recuperacéo cirdrgica, o animal deve ser sujeito a um tratamento adulticida de
modo a remover quaisquer parasitas remanescentes, particularmente se estes continuarem a

ser visiveis na ecocardiografia (LEE et al., 2008).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar as alteragbes hematolégicas e bioquimicas e a eficacia das lactonas
macrociclicas em associacdo com tetraciclinas no tratamento de cédes naturalmente
infectados com Dirofilaria immitis.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os parametros hematoldgicos e bioquimicos dos animais naturalmente
infectados com D. immitis;

e Avaliar a eficicia da associacdo de doxiciclina e ivermectina no tratamento de cées
naturalmente infectados com D. immitis.
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RESUMO

Dirofilariose canina tem grande importancia por ser uma das principais causas de cardiopatia
parasitaria na clinica veterinaria, alem do seu pontecial zoondtico. Apresenta distribuicdo
mundial e é considerada endémica em muitas regides do Brasil. Apesar da maioria dos animais
serem assintomaticos, possiveis alteracdes laboratoriais podem ser encontradas. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes hematolédgicas e bioquimicas de cdes com
infeccdo por D. immitis. Foram analisados 51 animais sorologicamente positivos, sendo
submetidos ao exame parasitologico, onde foram divididos em grupos microfilarémicos e
amicrofilarémicos. Os parametros hematologicos e bioquimicos foram interpretados baseados
nos valores de referéncia. Dos 51 animais, 35,3% eram microfilarémicos e 64,7%
amicrofilarémicos. Em ambos os grupos foi observado microcitose, eosinofilia e
hiperproteinemia sem diferengas estatisticas. Os mondcitos estavam dentro dos valores de
referéncia, porém apresentaram diferenca estatistica entre 0s grupos, com maior quantidade
no grupo microfilarémico, além disso, foi encontrado trombocitopenia apenas no grupo
amicrofilarémico com diferenca estatistica. Entretanto a média dos valores bioguimicos
estavam dentro dos valores de normalidade e sem diferencas estatisticas entre os grupos. Com
isso, conclui-se que os valores hematologicos e bioquimicos sdo fundamentais pois fornecem
ao clinico veterinario subsidios importantes para avaliar as condi¢es clinicas, estagio da
doenca e progndstico, auxiliando a definir a melhor conduta terapéutica.

Palavras chaves: Dirofilariose, hematologia, diagnostico
ABSTRACT

Canine heartworm disease is very important to be a major cause of parasitic disease in the
veterinary clinic, in addition to its zoonotic potential. It has a worldwide distribution and is
considered endemic in many regions of Brazil. While most animals are asymptomatic,
laboratory findings possible can be found. Thus, the aim of this study was to evaluate the
hematological and biochemical changes in dogs infected with D. immitis. 51 seropositive
animals were analyzed, were submitted to the parasitological test, which were divided into
microfilaremic and occult groups. Hematological and biochemical parameters were
interpreted based on reference values. Of the 51 animals, 35.3% were microfilaremic and
64.7% occult. In both groups was observed microcytosis, eosinophilia and Hyperproteinemia
without statistical differences. Monocytes were within the reference values, but showed no
statistical difference between the groups, with higher amounts in microfilaraemic group,
moreover, thrombocytopenia was found only in amicrofilarémico group with statistical
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difference. However the average biochemical values were within normal values with no
significant differences between groups. Thus, it is concluded that hematological and
biochemical values are critical because they provide the clinical veterinary important
information to assess the clinical conditions, stage of the disease and prognosis, helping to
define the best treatment.

Keywords: Dirofilariose, hematology, diagnosis

1. INTRODUCAO

A dirofilariose é causada pelo nematddeo Dirofilaria immitis, e tem sido reportada em
diferentes regibes do mundo, podendo infectar varios hospedeiros incluindo cées, gatos,
ferrets, raposas, lobos, ledo marinho (MAR et al., 2002; McCALL et al., 2008b; SILVA,
LANGONI, 2009; MONTOYA et al., 2010; MORCHON et al., 2012), bem como o homem
(SIMON et al., 2009; AVELLIS et al., 2011; OTRANTO et al., 2011; FALIDAS et al.,
2016).

Os cdes infectados podem apresentar desde uma doenca subclinica a sindrome da veia
cava e morte (ATWELL; SUTTON; MOODIE, 1988; ATKINS, 2010). Quando os sinais
clinicos estdo presentes sdo variaveis como mudancas de comportamento, perda de peso,
tosse, dispneia e intolerancia ao exercicio (VENCO, 2007; GRANDI et al., 2014).

No inicio da infeccdo ocorrem reacdes inflamatorias nos vasos pulmonares e artérias,
gue podem levar a alteracdes pulmonares e cardiacas irreversiveis nos casos de doenca
cronica e severa (ATKINS, 2010). Desta forma, achados clinico patol6gicos como anemia,
trombocitopenia (NIWETPATHOMWAT et al., 2007), leucocitoses (NIWETPATHOMWAT
et al., 2007; RANJBAR-BAHADORI et al. 2010), e alteracGes na ureia, creatinina, fosfatase
alcalina, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e gama glutamil transferase
(SODICOFF, 1995; SEVIMLI et al., 2007) tem sido reportados em animais infectados.

O diagnostico da infeccdo € realizado através da visualizagdo e identificagdo de
microfilarias circulantes, bem como pela presenca de antigenos no sangue do hospedeiro
(NELSON et al., 2005; AHS, 2014) ou por meio de diagnostico molecular (OGAWA et al.,
2013).

O prognostico da doenca esta relacionado a carga parasitaria, tempo de infeccdo e grau
de severidade das lesdes (McCALL et al., 2004), desta forma exames adicionais Sao
necessarios para avaliar as condicOes fisioldgicas dos animais, indicando a gravidade das

lesGes e estagio da doenca (AHS, 2014), além disso desempenha um papel importante na
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identificacdo da relacdo parasito-hospedeiro durante a infeccdo por D. immitis. Estudos com
alteracbes hemato-bioquimicas encontradas nessa patologia sédo escassos, com isso 0 objetivo
deste estudo foi avaliar as alteracdes hematoldgicas e bioguimicas dos animais com infec¢édo

natural por D. immitis.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Aspectos éticos

O estudo foi realizado mediante aprovacio da Comisséo de Etica para Uso de animais

(CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, segundo licenca 039/2014.
2.2. Area de estudo e animais

Foi realizado um estudo clinico a campo, em Itamaraca, Recife e Serrambi,
localizados no Estado de Pernambuco, regido endémica para D. immitis.

Foram avaliados 51 cdes que apresentaram antigenos circulantes, onde 16 animais
foram diagnosticado por meio do Ensaio Imunoenzimético SNAP® 4DX', e 35 por meio do
Witness® Heartworm.

Os animais eram domiciliados; de ambos os sexos; sem critério racial; idade superior a
seis meses; negativos para hematozoarios no exame parasitolégico, bem como animais que
ndo fizeram uso de doxiciclina e lactonas macrociclicas nos ultimos seis meses.

2.3.Analises laboratoriais

As amostras de sangue foram coletadas através de venopuncdo da veia cefélica e
transferidas para tubos tipo vacutainer siliconizados®> com e sem anticoagulante (acido
etilenodiaminotetraacético-EDTA)®. Os hemogramas foram realizadas utilizando contador
automético da marca Rocher® (modelo POCH 100 1V)*. Os soros foram encaminhados para
processamento bioquimico para determinacdo de alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), Fostatase alcalina (FA), uréia, creatinina, Gama glutamil transferase
(GGT) e Fosforo (P), através do método cinético e colorimétrico utilizando analisador
bioquimico automéatico ADVIA 1800-Siemens®, realizado de acordo com o fabricante. Os
resultados dos hemogramas foram confrontados com os valores de referéncia citados por Jain
(1986) e Coles (1984), ja os bioquimicos por Bush (2004).

* kit SNAP® 4DX — Biobrasil, BR

2 Tubo Vacutainer BD, S&o Paulo-SP

* Hemstab, LABTEST, Lagoa Santa-Minas Gerais

4 Contador automatico POCH 100 IV Roche, Rio de Janeiro-RJ

5 ADVIA 1800-Siemens Healthcare Diagnostics, Erlange, Germany
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Todos os animais foram submetidos ao exame parasitoldgico para pesquisa de
microfilarias circulantes de D. immitis através do Método Modificado de Knott (NEWTON,;
WRIGHT, 1956).

2.4. Andlise dos dados

Realizou-se uma anlise de normalidade das variaveis pelo teste de Shapiro-Wilk. Em
seguida, os parametros que apresentaram distribuicdo normal e ndo normal foram entdo
submetidos aos testes de t de Student e Mann-Whitney U, respectivamente, a fim de se
identificar diferencas entre os grupos (SAMPAIO, 1998). O programa IBM SPSS Statistics
23.0 foi utilizado para a execucgdo dos calculos estatisticos e o nivel de significancia adotado
foi de 5,0%.

3. RESULTADOS

Dos 51 animais sorologicamente positivos apenas para D. immitis, 35,3 % (n=18) e
64,7% (n=33) dos cédes foram classificados como microfilarémicos e amicrofilarémicos,
respectivamente, de acordo com os resultados do teste parasitologico.

Em relacdo a variacdo nos valores hematologicos analisados (Tabela 1), foi possivel
observar uma diminui¢do do VGM, indicando microcitose em ambos os grupos, além de
eosinofilia e hiperproteinemia, contudo uma leucocitose foi verificada apenas no grupo
microfilarémico, sem entretanto diferenca estatistica significativa entre os grupos.

Os mondcitos estavam dentro do valor de referéncia, porém apresentaram diferenca
estatistica entre os grupos (P<0,05), com maior quantidade no grupo microfilarémico. Na
contagem de plaquetas, foi observado trombocitopenia no grupo amicrofilarémico, com
diferenga significativa (P<0,05).

A média dos valores bioquimicos, descritos na (Tabela 2), mostra que 0s niveis séricos
de ureia, creatinina, AST, ALT, Fosfatase alcalina, GGT e fosforo estavam dentro dos valores

de normalidade, sem entretanto diferenca estatistica significativa entre os grupos.

4. DISCUSSAO
Amicrofilaremia encontrada na populagdo canina do presente estudo foi superior a
relatada por Niwetpathomwat et al. (2007), Ranjbar-Bahadori et al. (2010) e Oliveira et al.
(2013) que reportaram auséncia de microfilaremia em menos de 40% da popula¢do canina
estudada. McCall (2005) observou que infec¢Bes ocultas ocorrem principalmente em areas

onde a prevaléncia da dirofilariose canina € maior que 20%, como no caso da regido estudada
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onde a prevaléncia foi considerada alta, com 36,7% em Recife e 49,5% em Itamaraca
(LABARTHE et al., 2014), justificando a alta prevaléncia de cdes com infeccdo oculta.

Contudo outros fatores que podem levar a amicrofilaremia sdo o envelhecimento de
parasitos fémeas, adultos de um Gnico género, resposta imune do hospedeiro (SIMON;
GENCHI, 2000; SIMON et al., 2012), infeccdo pré-patente ou o uso de medicamentos com
efeito microfilaricida (LOK; WALKER; SCOLES, 2000; NELSON et al., 2005; BOWMAN;
ATKINS, 2009).

A auséncia de anemia nos animais deste estudo, contrasta com os resultados de
Atwell e Buoro (1983), Niwetpathomwat et al. (2007), Sevimli et al. (2007), Ranjbar-
Bahadori et al. (2010), Borthakur et al (2011) e Oliveira et al. (2013) que relataram a anemia
normocitica normocrémica nos animais com dirofilariose.

Entretanto foi encontrado microcitose em ambos 0S grupos, que ocorre nas anemias
ferroprivas ou quando os valores de ferritina sérica estdo diminuidos, podendo ter na sua
génese hemorragias cronicas, ocasionadas por endoparasitas gastrointestinais, ectoparasitas
hematofagos, ulceras, neoplasias gastrointestinais, doenca intestinal inflamatoria e mais
raramente trombocitopenia ou disturbios hemostaticos hereditarios (THRALL et al., 2015).
Devido a possibilidade de uma dessas patologias ocorrerem concomitantes a dirofilariose,
torna-se dificil o esclarecimento da provavel causa dessa alteracéo.

O aumento de mondcitos no grupo microfilarémico pode ser devido a remogdo
fagocitica estimulada pela migracdo das microfilarias levando a um aumento na liberacdo de
monocitos (CROS et al., 2010), aliando resposta inflamatéria e imunidade inata a imunidade
adaptativa, sendo capazes de apresentar antigenos e ativar linfécitos T (AUFFRAY;
SIEWEKE; GEISSMANN, 2009).

Por outro lado, a eosinofilia encontrada pode ser justificada pela resposta das células
da imunidade inata, particularmente os eosinéfilos que contém proteinas que se ligam e
lesionam as membranas de parasitos, sendo responsaveis pelo mecanismo de defesa contra os
estagios larvarios (THRALL et al., 2015). Apesar destes resultados corroborarem com 0s
achados de Niwetpathomwat et al. (2007), Ranjbar-Bahadori et al. (2010) e Oliveira et al.
(2013) em animais microfilarémicos, a eosinofilia em ambos 0s grupos pode estar relacionada
a presenca de endoparasitas gastrointestinais, ectoparasitas ou doencas alérgicas.

Segundo Calvert e colaboradores (1999) o aumento de eosinofilos € frequente mas
pouco especifico, sendo comumente observado em cdes com pneumonite na dirofilariose
clinica, sendo descrita com maior frequéncia em infeccBes ocultas, em fungdo da destruicéo
imunomediada de microfilarias (MORCHON et al., 2007; OLEAGA et al., 2009).
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Apenas o grupo amicrofilarémico apresentou trombocitopenia, divergindo dos
resultados de Waner et al. (1995), Su et al. (2004), Niwetpathomwat et al. (2007) e Oliveira et
al. (2013) que encontraram essa alteracdo apenas no grupo microfilarémico. Essa alteracao
pode ser justificada pela acdo traumatica dos adultos no endotélio das artérias pulmonares,
bem como a liberacdo de fatores toxicos e desencadeamento de mecanismos imunoldgicos,
que levam a alteraces no endotélio estimulando a adesdo e ativacdo de plaquetas
(RAWLINGS; CALVERT, 1989; MEIRELES et al., 2014). Além da presenca de lesdes
pulmonares com formacédo de microtrombos no seio arterial (PASCA et al, 2012).

A hiperproteinemia encontrada em ambos 0s grupos pode ser devido a presenca do
parasito adulto e microfiléria circulante (BICHARD; SHERDING, 2008) além de quadros
clinicos de desidratacdo (THRALL et al., 2015). Entretanto sera necessario novos estudos
para melhor compreensdo da patogénese dessa alteragao.

Os animais avaliados ndo apresentaram alteracbes nos valores dos exames
bioguimicos, indicando que a carga parasitaria era baixa, levando a uma relacdo parasito-
hospedeiro mais estavel, ndo ocasionando alteracBes nos parametros da funcdo renal e
hepéatica (ATKINS, 2010; MORCHON et al., 2010).

Conclui-se que a avaliagdo das alteracGes nos valores hematoldgicos e bioguimicos,
apesar de ndo ter valor diagnostico, sdo fundamentais pois fornecem ao clinico veterinario
subsidios importantes para avaliar as condicdes clinicas, classificando o estagio da doenca em
gue o animal se encontra, e dessa forma obter um progndstico, definindo a melhor conduta
terapéutica, bem como avaliar a evolucdo clinica do animal durante o tratamento. Além disso,
estes parametros exercem um papel importante no estudo da relacdo parasito-hospedeiro
durante a infecgéo.

Neste estudo, observou-se alteragdes em varios parametros como microcitose,
eosinofilia, trombocitopenia e hiperproteinemia em grande nimero de animais, apesar dessas
alteracdes ndo serem sugestivas de dirofilariose, pois podem ser observadas inclusive em
populacbes de animais saudaveis, em virtude do tipo de alimentacdo, manejo e estado
emocional (THRALL et al., 2015), devem ser levadas em consideracdo para o diagnostico,

prognostico, tratamento e como marcadores durante as avaliacGes terapéuticas.
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Tabela 1. Resultados dos parametros hematologicos dos grupos microfilarémicos e amicrofilarémicos naturalmente infectados por Dirofilaria
immitis provenientes do litoral de Pernambuco.

Parametros Hematologicos Microfilarémicos (n=18) Infeccdo Oculta (n=33) Valores de
Média + DP Mediana Intervalo Média+ DP Mediana Intervalo Referéncia3

Hemécias (x10¢/pL)1 7,63+1,50 7,44 5,20-10,39 7,01£1,59 7,13 3,71-10,46 5,50-8,50
Hemoglobina (g/dL)? 14,37+2,57 14,15 9,30-19,10 14,12+12,67 15,00 8,80-18,68 12,00-18,00
Hematocrito (%)! 40,83+6,90 41,50 28,00-54,00 39,39+7,42 40,00 29,00-55,00 37,00-55,00
VGM (p3)1 54,29+48,01 55,15 34,60-67,20 57,72+10,22 59,00 33,10-78,20 60,00-77,00
CHGM (%)? 34,38+3,38 33,25 31,80-43,40 36,6545,99 34,00 30,30-50,80 31,00-35,00
Leucdcitos (n°/puL)? 18,31+49,37 17,80 7,90-34,50 16,4445,79 16,30 7,10-28,40 6,00-17,00
Eosindfilos (x103/uL)?2 2,04+2,04 1,37 0,00-7,51 1,61+1,04 1,47 0,21-4,83 0,10-1,25
Bastonetes (x10%/uL)2 0,08+0,02 0,00 0,00-0,69 0,049+0,12 0,00 0,00-0,58 0,00-0,30
Segmentados (x103/pL)2 10,55+4,14 9,69 5,76-21,23 9,75+4,20 8,70 3,66-23,12 3,00-11,50
Linfocitos (x103/uL)2 4,38+2,94 3,36 1,14-10,69 4,31+3,24 3,60 0,47-16,32 1,00-4,80
Mondcitos (x103/pL)1 1,24+0,652 1,14 0,09-2,82 0,78+0,44b 0,68 0,16-1,98 0,15-1,35
Plaquetas (n°/puL)? 223,88+79,292 235,00 100,00-400,00  181,36+59,46F 180,00 80,00-300,00 200,00-500,00
Proteina plasmatica total 9,02+0,70 9,00 7,50-10,00 9,13+0,91 9,00 7,00-10,00

(g/dL)?

6,00-8,00

1 Comparacéo entre médias pelo teste t de Student; > Comparacéo entre medianas pelo teste de Mann-Whitney U; DP — Desvio Padrdo; Letras
maiGsculas diferentes em uma mesma linha indica diferenca estatistica (P<0,05); JAIN (1986).
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Tabela 2. Resultados dos parametros bioquimicos dos grupos de cdes microfilarémicos e amicrofilarémicos naturalmente infectados por
Dirofilaria immitis provenientes do litoral de Pernambuco.

Parametros Bioquimicos Microfilarémicos (n=18) Infeccdo Oculta (n=33) Valores de
Média + DP Mediana Intervalo Média+ DP Mediana Intervalo Referéncia3

Uréia (mg/dL)? 34,56+14,46 34,70 14,90-69,40 38,21+£22,48 32,20 15,00-114,40 21,00-60,00
Creatinina (mg/dL)! 1,18+0,20 1,20 0,80-1,60 1,13+0,32 1,10 0,70-2,20 0,50-1,50
AST (UI/mL)1? 46,68+24,17 47,30 15,20-110,70 48,68+21,74 47,50 13,40-95,10 20,00-67,00
ALT (UI/mL)?2 57,02+35,81 43,55 15,60-135,80 51,43+65,72 34,40 20,20-405,80 13,00-92,00
FA (UI/L)1 99,00+42,99 95,90 26,50-204,00 123,39+99,81 103,60 27,00-580,70 20,00-156,00
GGT (U/L)2 7,4518,15 4,65 1,00-30,20 4,4615,22 2,20 0,30-23,10 1,20-10,00
P (mg/dL)? 4,12+1,26 4,10 2,50-6,60 3,84+2,38 3,00 1,50-10,50 2,50-5,00

! Comparacdo entre médias pelo teste t de Student; > Comparacéo entre medianas pelo teste de Mann-Whitney U; DP — Desvio Padréo; Letras

maiusculas diferentes

uma mesma linha indica diferenca

estatistica

(P<0,05); 3COLES (1984);

BUSH

(2004).
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CAPITULO II

EFICACIA DA ASSOCIACAO DE DOXICICLINA E IVERMECTINA
NO TRATAMENTO DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS

COM Dirofilaria immitis
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RESUMO

Dirofilariose canina tem sido responsavel por problemas cardiopulmonares,
como insuficiéncia cardiaca congestiva direita e até a morte dos animais infectados
guando ndo sdo tratados. O Udnico tratamento reconhecido como adulticida e
microfilaricida é o dicloridrato de melarsomina, porém além de causar
tromboembolismo nos animais tratados ndo se encontra disponivel no mercado
brasileiro. Desta forma alguns autores tem estudado tratamentos alternativos utilizando
tetraciclinas e lactonas macrociclicas. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
eficacia da combinacdo de Doxiciclina e lvermectina em cées naturalmente infectados.
Foram utilizados seis cdes, provenientes do atendimento ambulatorial do Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco, destes 50% fémeas, todos
de racas variadas e adultos. Foram avaliados do ponto de vista clinico, submetidos ao
exame soroldgico SNAP ® 4DX, teste rapido DPP® para Leishmaniose Visceral
Canina, e pesquisa parasitologica de hematozoarios e microfilarias circulantes. Os
animais foram submetidos ao protocolo de tratamento com doxiciclina na dose de
5mg/kg a cada 12 horas durante 30 dias, e posteriormente ivermectina na dose de
0,006mg/kg uma vez por més, por tempo indeterminado. Para avaliacdo da eficicia do
tratamento foram realizadas avaliacGes clinicas e laboratoriais nos momentos zero, seis
meses e doze meses pos tratamento. Além disso, em todos os momentos foram
realizados exames hematol6gicos e bioquimicos e a cada seis meses testes sorologico e
parasitologico para deteccdo de antigenos e microfilarias circulantes, respectivamente.
Os resultados mostraram a associagdo utilizada levou a morte de parasitos adultos e
microfilarias, contudo apenas 50% dos animais foram negativos para antigenos
circulantes ao final dos 12 meses de tratamento.

Palavras chaves: Dirofilariose, terapéutica, Wolbachia
ABSTRACT

Canine heartworm disease has been responsible for cardiopulmonary problems, as right
congestive heart failure and even death of infected animals when they are not treated.
The only treatment recognized as adulticide and microfilaricide is melarsomine
dihydrochloride, but in besides to causing thromboembolism in treated animals it is not
available in the brazilian market. In this, way some authors have studied alternative
treatments using tetracyclines and macrocyclic lactones. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the efficacy of the combination of Doxycycline and Ivermectin in
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naturally infected dogs. Six dogs from the ambulatory attendance of the Veterinary
Hospital of the Federal Rural University of Pernambuco were used, of these 50%
females, all of them races and adults. They were evaluated from the clinical point of
view, submitted to the serological examination SNAP ® 4DX, DPP® rapid test for
Visceral Canine Leishmaniasis, and parasitological research for hematozoas and
circulating microfilariae. The animals were submitted to treatament protocol a 5 mg / kg
dose of doxycycline each 12 hours for 30 days, and posteriorly ivermectin at the dose of
0.006 mg / kg once a month for an indeterminate time. To evaluate the efficacy of the
treatment, clinical and laboratory evaluations were performed the moment zero, six
months and twelve months after treatment. In addition, hematological and biochemical
tests were performed at all times and every six months serological and parasitological
tests for the detection of circulating antigens and microfilaria, respectively. The results
showed that the association used led to the death of adult and microfilaria parasites,
however only 50% of the animals were negative for circulating antigens at the end of
the 12 months of treatment.

Keywords: Heartworm, therapy, Wolbachia

1. INTRODUGCAO

A infeccdo por D. immitis tem sido reportada como causa de disfuncdo maultipla
nos animais infectados, podendo comprometer o pulmé&o, coragdo, com repercussédo no
figado e rins (PAES-DE-ALMEIDA et al., 2003; PASCA et al., 2012; JANG et al.,
2015) sendo comum os sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva direita e a morte dos
cées infectados (ATKINS, 2010).

A gravidade das lesdes e as consequentes manifestacdes clinicas estdo
relacionadas com o numero relativo de nematddeos adultos, assim como a duracdo da
infeccdo e a interacdo hospedeiro-parasito (ATKINS, 2010; MORCHON et al., 2010).
Sendo assim os sinais clinicos desenvolvem-se de forma gradual e, geralmente, tém
inicio com uma tosse cronica que vai evoluindo para uma dispneia moderada a severa,
prostracdo e sincopes pos-exercicio ou excitacdo (VENCO et al., 2005).

Com o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca o animal pode apresentar,
intolerdncia ao exercicio, ascite, perda de peso progressiva e anorexia,
(POLIZOPOULOU et al., 2000; KITAGAWA et al., 2000; CALVERT; THOMASON,
2008; AHS, 2014).

Desta forma, a terapéutica da dirofilariose canina tem como finalidade melhorar
a condicdo clinica do animal e a eliminacdo de D. immitis com o minimo de
complicagdes durante e apos o tratamento (McCALL; GUERRERO, 2010).
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O dicloridrato de melarsomina é o Unico tratamento adulticida disponivel sendo
eficaz na eliminacdo de helmintos jovens maduros e imaturos (RAYNAUD, 1992;
NELSON; COUTO, 2006), porém devido ao tromboembolismo (KRAMER et al.,
2008) e problemas com sua eficacia, hd& um crescente interesse em tratamentos
adulticidas alternativos (COLBY et al., 2011).

Protocolos de tratamento utilizando uma combinagdo de ivermectina e
doxiciclina tem sido estudado, mostrando eficacia como adulticida e microfilaricida,
quando comparado a administracdo desses farmacos isoladamente em animais
naturalmente e experimentalmente infectados (BAZZOCCHI et al., 2008; GRANDI et
al., 2010).

Estudos recentes tem demonstrado que a doxiciclina atua como adulticida nas
infeccdes por Wuchereria bancrofti, (DEBRAH et al., 2007) Onchocerca volvulus,
(HOERAUF et al., 2008), Onchocerca ochengi; (GILBERT et al., 2005) e D. immitis
(McCALL et al., 2011), atuando contra Wolbachia, uma bactéria intracelular obrigatoria
simbidtica, (KRAMER et al., 2003) abrindo um novo capitulo no tratamento e controle

de infeccdes filariais.

Atualmente a melarsomina ndo estd disponivel no mercado nacional, ndo
existindo nenhum outro farmaco para o tratamento da dirofilariose canina. Desta forma,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do tratamento utilizando a combinacéo de

Doxiciclina e Ivermectina em cées naturalmente infectados.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Aspectos éticos
Os procedimentos foram realizados mediante aprovacdo da Comissdo de Etica
para Uso de animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, segundo
licenca 039/2014.

2.2. Animais de estudo
Foram utilizados seis cdes, provenientes do atendimento ambulatorial do
Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco, destes 50%
fémeas, todos de racas variadas, adultos, sendo trés idosos com idade entre sete e 10

anos e o restante com idade entre trés e seis anos.
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Os animais foram avaliados do ponto de vista clinico, seguindo as normas
semioldgicas observando as alteracbes sugestivas para dirofilariose, classificando os
sinais clinicos de acordo com a AHS (2014).

Testes sorolégicos para antigeno circulante de D. immitis (SNAP® 4DX®) e teste
rapido, Dual Path Platform (DPP®) Leishmaniose Visceral Canina e parasitoldgico de
hematozoarios foram realizados em todos os animais.

Todos os animais foram submetidos a pesquisa de microfilarias circulantes de D.
immitis através do Método Modificado de Knott (NEWTON; WRIGHT, 1956). Exames
clinicos, imaginoldgicos e avaliacao cardioldgica foram realizados, sendo considerados
aptos ao protocolo de tratamento, além disso nenhum animal havia utilizado doxiciclina

e lactonas macrociclicas nos Gltimos seis meses.

2.3. Protocolo de tratamento

Os animais foram submetidos ao protocolo de tratamento com doxiciclina
(Doxifin® Ourofino) na dose de 5mg/kg a cada 12 horas, via oral, durante 30 dias, e
posteriormente ivermectina (TopDog® Ourofino) na dose de 0,006mg/kg uma vez por
més, via oral, por tempo indeterminado.

Todos os animais receberam praziquantel, pamoato de pirantel e febantel o
(TopDog®™ Ourofino) como parte do controle anti-helmintico mensal.

Para avaliacdo da eficacia do tratamento foram realizadas avaliagc6es clinicas e
laboratoriais nos momentos zero (MQ), seis meses (M6) e doze meses (M12) pos
tratamento. Além disso, a cada seis meses foram realizados os testes soroldgico para
deteccdo de antigenos circulantes e Método Modificado de Knott para pesquisa de
microfilarias circulantes.

Como prevencdo foi recomendado que todos os animais utilizassem coleira
repelente a base de Deltametrina (Scalibor®), durante todo o periodo do tratamento e

pos-tratamento como profilaxia.

2.4. Andlises laboratoriais
As amostras de sangue foram coletadas através de venopuncdo cefalica e

transferidas para tubos tipo vacutainer siliconizados’ com e sem anticoagulante acido

® kit SNAP® 4DX — Biobrasil, BR
" Tubo Vacutainer BD, Sio Paulo-SP
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etilenodiaminotetraacético (EDTA)®. Os hemogramas foram realizadas utilizando
contador automéatico da marca Rocher® (modelo POCH 100 IV)°. Os soros foram
encaminhados para processamento bioquimico para determinacdo de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), Fostatase alcalina (FA),
uréia, creatinina, Gama glutamil transferase (GGT) e Fdsforo (P), através do método
cinético e colorimétrico utilizando analisador bioquimico automéatico ADVIA 1800-
Siemens™, realizado de acordo com o fabricante. Os resultados dos hemogramas foram
confrontados com os valores de referéncia citados por Jain (1986) e Coles (1984), ja os

bioquimicos por Bush (2004).

3. RESULTADOS

O resultado da avaliacdo clinica revelou que 50% (3/6) dos animais
apresentaram doenca respiratoria caracterizada por tosse seca ndo produtiva, 83,3%
(5/6) com cansaco, em 33,3% (2/6) emagrecimento e 16,6% (1/6) destes animais
apresentaram ascite.

Apesar dos sinais clinicos apresentados, 83,3% (5/6) foram classificados com
grau leve segundo a American Heartworm Society (2014) e 16,6% (1/6) dos animais
apresentaram grau severo.

Todos os animais responderam bem ao tratamento, sem complicagdes e com
melhora progressiva dos sinais clinicos.

Em relacdo ao exame soroldgico, todos os animais apresentavam-se positivos
para pesquisa de antigenos circulantes no momento zero, apds seis meses apenas 16,6%
(1/6) foram negativos, e 50% (3/3) foram negativos ap6s 12 meses.

A presenca de microfilarias de D. immitis, com quantidades variando entre 150 a
37.100 mf/ml foi observada no MO (Tabela 1). Ap6s o tratamento um decréscimo no
namero de microfilérias circulantes foi observado em 100 % dos animais, sendo que
66,6% (4/6) dos animais foram negativos a presenca de microfilarias no M6 e M12.

Vale salientar que um dos animais que apresentava-se negativo no M6
apresentou microfilarias circulantes no M12.

Resultados negativos foram observados no teste rapido e no exame

parasitologico para pesquisa de hematozoario.

® Hemstab, LABTEST, Lagoa Santa-Minas Gerais
9 Contador automatico POCH 100 1V Roche, Rio de Janeiro-RJ
10 ADVIA 1800-Siemens Healthcare Diagnostics, Erlange, Germany
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Tabela 1. Pesquisa de microfilarias circulantes através do método modificado de knott®
e pesquisa de antigeno circulante no ensaio imunoenzimatico em cdes naturalmente
infectados com D. immitis tratados com a combinacgéo de doxiciclina e ivermectina.

Tempo de Tratamento

ANIMAIS ~“\10° M6 SNAPM6 M12  SNAP M12
1 450 0 Positivo 0 Positivo
2 37100 150  Positivo 0 Negativo
3 3100 O Positivo 0 Negativo
4 5950 0 Negativo 0 Negativo
5 150 140  Positivo 3100 Positivo
6 7200 0 Positivo 82500 Positivo

ANGmero de mf/ml

Em relacdo a hematimetria no momento MO apenas 16,6% dos animais
apresentaram anemia segundo os valores da hemoglobina e hematdcrito e 50% (3/3)
apresentaram eritrocitose. No M6 n&o houve diferenca na quantidade de animais com
anemia e eritrocitose, porém no M12 os valores voltaram a normalidade, apenas um dos
animais 16,6% (1/6) apresentou o valor de hemoglobina abaixo do valor de referéncia
(Tabela 2).

No que concerne ao VGM, todos 0s animais apresentaram o valor abaixo da
referéncia no MO e no M6 83,3% (5/6) apresentaram microcitose, retornando ao valores
normais no M12, enquanto que os valores de CHGM estavam dentro dos valores de
referéncia no MO, porém no M6 16,6% (1/6) dos animais apresentaram valores
superiores aqueles de referéncia e no M12 hipocromia foi observada em 50% (3/3) dos
animais.

Com relagdo a leucometria, no MO 33,3% (2/6) dos animais avaliados
apresentaram leucocitose, bem como eosinofilia. No M6 apenas um dos animais 16,6%
(1/6) apresentou leucocitose, e no M12 todos estavam dentro do valor de referéncia. No
M6 e M12 33,3% (2/6) estavam com eosinofilia, contudo um dos animais s apresentou
no M12 devido a possivel reinfeccédo. E 16,6% (1/6) apresentou aneosinofilia.

Neutrofilia foi encontrada em 16,6% (1/6) no MO, retornando aos valores
normais no M6 e no M12 apenas 16,6% (1/6) apresentou neutrofilia. Monocitose foi
observada no MO em 33,3% (2/6) dos animais, no M6 todos normalizaram e no M12
16,6% (1/6) apresentaram os valores abaixo da normalidade.
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Apenas 16,6% (1/6) dos cédes avaliados apresentaram trombocitopenia no
momento MO, contudo 33,3% (2/6) apresentaram este tipo de alteracdo no M6 e M12.
Hiperproteinemia foi observado em 66,6% no MO, e 100% no M6 e M12.

Na avaliacdo da bioquimica sérica (Tabela 3) foi observado que em relacdo a
dosagem de uréia houve um aumento no M6 em 33,3% (2/6) dos animais. O AST estava
aumentado no MO em 16,6%, (1/6) no M6 em 50% e no M12 em 33,3% (2/6) dos
animais. No ALT apenas 16,6% (1/6) apresentou aumento no MO, nos outros momentos
0s parametros estavam dentro dos valores de referéncia.

Valores de GGT sem alteracdo foi observado 66,66% dos animais no MO e
33,3% (2/6) apresentavam valores discordantes daqueles referenciais, visibilizado em
apenas um animal no M6, evoluindo para normalidade em 100% dos animais no M12.

Em relacdo ao fésforo apenas no M6 observou-se alteracdes, com 33,3% (2/6)
dos animais apresentando hipofosfatemia, no M12 todos estavam dentro dos valores de

referéncia.

4. DISCUSSAO

Os sinais clinicos aqui observados foram compativeis com aqueles observados
por Atwell, (1988); Venco et al., (2005), que reportaram além de animais
assintomaticos, tosse cronica que vai evoluindo para dispneia, perda de peso, prostracdo
e intolerancia a exercicio. Por outro lado, a perda de peso e ascite evidenciados em um
dos animais estudados pode caracterizar insuficiéncia cardiaca congestiva direita
relatada em animais com dirofilariose crénica (POLIZOPOULOU et al., 2000;
KITAGAWA et al., 2000; CALVERT; THOMASON, 2008).

Apesar da boa resposta ao tratamento e prognostico favoravel, com remissdo dos
sinais clinicos, as manifestacGes clinicas resultantes da infeccdo natural por D. immitis
ndo comprometeram o estado geral dos animais tratados.

Segundo Mctier et al, (1994), a melhora clinica do paciente é possivel sem
eliminar por completo os parasitos adultos, principalmente aqueles que foram tratados
com doxiciclina e receberam tratamento preventivo a base de lactonas macrociclicas
durante e depois da terapia.

A soroconversdo aqui observada é compativel com os achados de Ettinger e
Feldman (2004), que asseguraram que a concentracdo de antigenos baixa para niveis
indetectaveis em animais tratados, particularmente apds seis meses. A variagdo na

soroconversao e até mesmo aumento e posterior deteccdo de antigenos circulantes pode



53

ser explicada pela morte recente de nematddeos adultos (ETTINGER; FELDMAN,
2004).

O decréscimo no nuamero de microfilarias circulantes observado nos animais
tratados esta em concordancia com Grandi et al., (2010) que observaram infeccdo oculta
apos seis a nove meses apds o tratamento com doxiciclina devido a supressdo da
microfilariemia (BAZZOCCHI et al., 2008; McCALL et al., 2008).

N&o obstante, lactonas macrociclicas administradas como microfilaricida podem
causar uma rapida diminuicdo do namero de microfilarias (AHS, 2014).

Ainda nédo foi esclarecida a razdo dessas drogas funcionarem melhor combinadas,
eliminando uma larga populacao de parasitos em relativamente curto periodo de tempo
(8 a 10 meses) (MENOZZI et al., 2015). Kramer e Genchi (2014) sugeriram que pode
ser simplesmente por um efeito somatdrio devido ao sinergismos que ha entre essas
drogas.

A recorréncia da microfilaremia apds seis meses aqui relatada, pode ser devido a
incompleta acdo adulticida, a evolugdo de formas imaturas, reinfeccdo ou um lapso
temporal na quimioprofilaxia (AHS, 2014), sendo este Gltimo a provavel causa para a
reinfeccdo de 33,3% dos animais aqui avaliados.

O animal que apresentou anemia regenerativa foi o Gnico observado com grau
severo na classificacdo de sinais clinicos (AHS, 2014), provavelmente 0 mesmo trazia
uma alta carga parasitiria em comparacdo aos outros animais, visto que as
manifestacBes clinicas e gravidade das lesdes estdo relacionadas ao ndmero de
nematodeos adultos, assim como a duragdo da infeccdo e a interagdo hospedeiro-
parasito (ATKINS, 2010; MORCHON et al., 2010).

De acordo com os achados hematoldgicos, observou se que ap0s 0s 12 meses de
tratamento alguns dos valores que se encontravam alterados, passaram a estar dentro
dos valores de referéncia, com exce¢édo do CHGM, onde 50% dos animais apresentaram
hipocromia, contudo ndo ha uma explicacdo consistente que justifique essa alteracdo
sem que alterassem outros parametros hematimétricos.

Outro parametro que permaneceu alterado foi dos eosinoéfilos, vale salientar que
este parametro persistiu apenas nos animais onde ndo ocorreu a soroconversao, esta
alteracdo se deve a ligacdo das proteinas de superficie as membranas de parasitos,
particularmente estagios larvarios, fazendo parte da imunidade inata (MORCHON et al.,
2007; OLEAGA et al., 2009; THRALL et al., 2015).
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Em estudo experimental Marcos-Atxutegi e colaboradores (2003) mostraram
que houve aumento nas populagdes de eosindfilos e neutrdfilos, quando o sistema
imunolégico foi estimulado pela migracdo das L3 e pelos antigenos dos parasitos
adultos. Os neutréfilos se acumularam nos rins e nas paredes das artérias pulmonares
durante a infeccdo, sugerindo que os neutrofilos participam do desenvolvimento das
reaces inflamatorias na dirofilariose (MARCOS-ATXUTEGI et al., 2003; SIMON et
al., 2007), além disso essa alteracdo pode ocorrer devido a liberagdo de produtos do
parasito ou ainda a morte das microfilarias (NIWETPATHOMWAT et al., 2007).

Um aspecto interessante, foi a pequena propor¢do de animais que apresentaram
neutrofilia incompativel com desenvolvimento das reacGes inflamatdrias que ocorrem
durante a infecgdo por D. immitis (SIMON et al., 2007).

A trombocitopenia persistente no M12 pode ser justificada pela ocorréncia de
tromboembolismo originado pela libertacdo de fragmentos de parasitos mortos dentro
da vasculatura pulmonar, que provocam trombose e obstrucdo ao nivel das artérias
pulmonares, exarcebando os fendbmenos de adesdo plaquetéria e ativacdo de plaquetas
induzindo o inicio da cascata de coagulacdo (WARE, 2011; MEIRELES et al., 2014).

A hiperproteinemia encontrada pode ser devido a presenca do parasito adulto e
microfiléria circulante (BICHARD; SHERDING, 2008), de acordo com Nelson, Couto
(2006) e Bush (2004) as alteragcbes nos niveis de proteinas séricas podem estar
relacionadas ao tipo de alimentacdo, desidratacdo, vOmito ou pelo aumento das
globulinas. Entretanto, serdo necessario novos estudos para melhor compreensdo da
patogénese dessa alteracdo, pois ela estava presente em todos 0s animais nos Vvarios
momentos do tratamento.

O aumento da ureia no M6 pode ser justificado por deposicdo de
imunocomplexos nos rins (PASCA et al., 2012), como observado por Kramer et al.
(2005) e Simon et al. (2007) que relataram a presenca da Wolbachia sp. nas células dos
tibulos renais e glomérulos, assim como a proteina de superficie desta bactéria
(NELSON et al., 2005; SIMON et al., 2007).

Os niveis séricos de ALT apresentavam-se aumentados em 16,6% dos animais
indicando lesdo hepética, contudo para uma avaliagdo mais precisa de lesdo de
hepatocitos utiliza-se ALT por ser mais hepato-especifico que o AST, pois este indica
lesdo a nivel de hepatdcitos e células da musculatura esquelética e cardiaca (THRALL

et al., 2015). Desta forma as alteragbes aqui observadas nos niveis de AST sdo
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inconclusivas, sendo o Unico parametro que permaneceu alterado ao final do tratamento
em 33,3% dos animais.

Da mesma forma o aumento e diminuigdo de GGT nos momentos estudados ndo
demonstrou um perfil condizente com lesdo hepatica, ja que ndo houve alteracédo
conjunta de GGT e ALT.

Um dado importante que esclarece a razdo da elevacdo dos niveis séricos da
ureia aqui encontrada e consequentemente lesdo renal foi a hipofosfatemia em 33,3% no
M6. Anormalidades na reabsorcéo de fosfato na filtracdo glomerular nos tubulos renais
pode promover hipofosfatemia, que pode ocorrer devido a distirbios no transporte
tubular renal (THRALL et al., 2015).

Com isso, conclui-se que o protocolo de tratamento instituido com associacgéo de
doxiciclina e ivermectina promoveu a cura em 50% dos animais, seguindo os critérios
da AHS (2014) que preconiza como finalidade da terapéutica melhorar a condicédo
clinica do animal e eliminacdo de D. immitis com 0 minimo de complicagdes durante e

apos o tratamento.
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Tabela 2. Tabela dos parametros hematoldgicos de cdes naturalmente infectados submetidos ao protocolo de tratamento com associacdo de
doxiciclina e ivermectina nos momentos M0, M6 e M12.

. 1 2 3 4 5 6
Cdes M1 M1 M1 M1
VALORESPADRAO MO M6 o, MO M6 Mi2 MO M6 Mi2 MO Meé , MO M6 , MO Mé
Eritrocitos 5,5a 11,3 11,1
Q0/mm® 85 079 3 769 1039 949 86 554 521 638 695 7,25 798 738 g 743 99 74 56l
Hea"g%tl)"n 12218 178 18 141 175 17 146 93 102 13,6 136 16 17 14 172 156 155 13 11,1
Her;‘?;")c”t 37a55 45 47 472 52 51 528 28 30 443 40 49 53 44 49 536 48 40 388
(]

VGM (u®)) 60a77 459 415 61 50 53,7 61 50,5 57,6 69 57,5 67,5 664 59,6 43,8 72 48,8 54 69

CHGM (%) 31a35 328 3383 31 336 333 276 33,2 34 31 34 326 32 31,8 351 29 32,2 325 28,6

Leucdcitos 6,0a

o 3 14,5 10,6 13,1 28,7 13,5 13,2 20,3 19,6 17,4 10,9 7,7 7,7 12,5 104 9,7 9,5 10,4 13,7
(n°/mm?3) 17,0

Eosindfil 1 4 1 287
osinofilos 100a 55 3604 496 553 108 o y511 sessa 522 218 385 154 250 312 485 380 312 O
(n°/mm3) 1250 1 0 7
Segmentad  3000a 1015 .. 668 2123 810 1135 .., 1058 1270 763 554 569 900 .., 693 665 665 876
os(n°/mm?) 11500 O 1 8 o0 2 4 o o 4 8 0 4 0 6 8
Linfécitos 1000 a 222 351 218 100 107 225 126 142 218 123
2320 24 157 132 45 31 4 124
o/mmy  agoo 2320 2438 77 3157 % 130 3045 3136 3ag0 C° T T 8 L o 4%
Monocitos — 130a 5o5 535 131 1722 810 528 01 196 696 872 770 770 875 208 970 194 124 gy
(n°/ mm3) 1350 5 5 8

Plaquetas 200 a

. 3 230 110 249 180 120 80 330 240 282 250 270 275 230 240 254 210 230 153
(n°/ mm3) 500

Proteina
plasmatica
total (g/dL)

6,0a

3.0 8,5 8,8 8,6 7,5 8,5 8,5 10 >10 10 70 85 85 85 9,5 85 >10 10 10




Tabela 3. Tabela dos parametros bioquimicos de cdes naturalmente infectados submetidos ao protocolo de tratamento com

doxiciclina e ivermectina nos momentos M0, M6 e M12.
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associacdo de

CAES 1 2 3 4 5 6
VALORES PADRAO MO M6 M12 MO M6 M12 MO M6 M12 MO M6 M1l2 MO M6 M12 MO M6 M12
Uréia 21a60 40,4 23 24,2 323 787 355 392 765 414 364 593 29,6 33,7 499 388 279 50,2 37,6
(mg/dL)
Creatinina 0,5a 1,3 1,3 1,2 1,5 092 1,29 1 1,41 1,45 0,8 1 1 1,2 1,2 1,1 1,3 1 0,8
(mg/ dL) 1,5
AST/TGO 20a67 43 17,3 19,4 545 815 452 454 779 26,7 552 253 363 110,7 399 683 485 579 419
(Ul/ mL)
ALT/TGP 13a92 1329 33,5 426 61,8 36,1 21,5 41 39,4 20,1 484 513 283 794 43,8 51,9 47,3 34,7 30,2
(Ul/ mL)
Fosfatase 20a 90,1 90,7 107 406 204 106,1 107 106,1 69,4 27 90,1 112,2 112,2 106,1 76,6 121,8 90,9 53,3
Alcalina 156
(Ui/L)
GGT (U/L) 1,2a 2,3 07 38 25 22 4,1 1 2,7 3 3,9 3 3,3 14,1 2,2 4,8 1,6 6,9 2,8
10,0
P(mg/dL) 2,5a5 2,7 5 4,6 3 2,1 2,8 4 0,45 3,6 26 5 2,5 4,7 2,3 3,1 3,4 5,0 4,4




