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RESUMO

OGAWA, G. M. Prevaléncia de Dirofilaria immitis (leyd,1856) em cées e sua
ocorréncia em mosquitos (Diptera, Culicidae) na cidade de Porto Velho,
Ronddnia, Brasil. 2013. 58 f. Tese (Doutorado em Biologia da Rela¢cdo Patégeno-
Hospedeiro) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo, 2013.

A dirofilariose canina é uma parasitose de distribuicdo mundial cujo agente etioldgico
€ um verme nematoda filariide. Em sua fase adulta, os vermes produzem
microfilarias por meio de reproducao sexuada. Sua transmissdo ocorre por meio de
mosquitos que atuam como hospedeiros intermediarios. No Brasil, até o0 momento, a
dirofilariose canina foi encontrada em 15 estados de todas as regifes. A maioria dos
estudos estd concentrada nas regides sudeste e sul. A prevaléncia nacional é de
2%, embora alguns trabalhos tenham encontrado prevaléncias locais mais elevadas.
Neste trabalho apresentamos o primeiro registro de dirofilariose canina para o
estado de Rondonia com mapas de distribuicdo dos caes positivos e analise de
mosquitos. Amostras de sangue de 727 caes foram coletadas aleatoriamente na
cidade de Porto Velho. As amostras foram analisadas em busca de microfilarias e
antigenos circulantes usando duas técnicas: microscopia Otica de gota espessa
corada com Giemsa e imunocromatografia de fluxo lateral (ICT). As amostras
positivas foram também testadas por reacdo em cadeia de polimerase, as negativas
foram testadas na mesma técnica em pools. Mosquitos foram coletados no domicilio
e peridomicilio de todos os casos de caes positivos. Estes mosquitos foram testados
por PCR em busca de DNA de Dirofilaria immitis. Um mapa de distribuicdo dos
casos de caes positivos foi elaborado. Noventa e trés amostras de sangue foram
positivas no ICT, representando 12,8% da amostra total, nenhuma amostra foi
positiva na gota espessa. A PCR das amostras de sangue resultou em 10% para as
positivas no ICT e 0% nas negativas no mesmo teste. Entre os 93 caes positivos, 89
(95,7%) nasceram em Porto Velho. Nenhuma diferenca estatistica foi observada
entre cdes que moram em quintais ou intradomicilio. O mapa de distribuicdo indica
um “hotspot” na regido norte da cidade. A PCR dos mosquitos resultou em apenas
um pool positivo. A transmissdo de dirofilariose canina ocorre na cidade de Porto
Velho e a frequéncia que ocorre nos caes é considerada moderada. A técnica de
imunocromatografia e PCR sdo mais eficazes na deteccdo de dirofilariose
comparadas a gota espessa. A confirmacdo de transmissao de dirofilariose canina
em Porto Velho coloca esta doenca no ranking de diagnéstico diferencial de nddulos
pulmonares em seres humanos em Porto Velho.

Palavras-chave: Verme do coracdo. Filaria. Nematoda. Amazbnia. Rondénia.
Dirofilariose.



ABSTRACT

OGAWA, G. M. Prevalence of Dirofilaria immitis (Leyd, 1856) in dogs and
occurrence in mosquitoes (Diptera, Cuilicidae) in the city of Porto Velho,
Ronddnia, Brazilian Amazon. 2013. 58 p. Ph. D. thesis (Pathogen-Host Biology
interactions) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2013.

Heartworm is an infectious disease with worldwide distribution. Mosquitoes acts as
intermediary host and vectors. In Brazil, until now, heatworm was found in 15 states
with a national prevalence of 2%. The present work aims to report for the first time
canine heartworm in the state of Rond6nia and confirms the transmission of the
disease in the state. Blood samples were randomly collected from 727 dogs in the
municipality of Porto Velho. The samples were analyzed for the presence of
microfilariae and circulating antigens using two different techniques: thick blood
smears microscopy stained with Giemsa and immunochromatography for the
detection of filarial antigens. Aiming to test the efficacy of the immunoassay test, all
the positive cases were examined by PCR and pools of negative samples were also
examined. Mosquitoes were collected at the domiciles presenting positive cases and
analyzed by PCR. A distribution map was made with positive cases. Ninety three
blood samples out of 727 (12.8%) were positive by the immunoassay technique and
none by the thick smear method. All the positive cases by the immunoassay
technique were examined by PCR and pools of all negatives samples were also
examined resulting in 10% and 0% positivity frequency, respectively. Among the 93
positive dogs, 89 (95.7%) were born in Porto Velho. No differences in the frequency
of infection were observed between dogs raised indoor or in the yards. The
distribution map indicates a hotspot in the north area of the city. Mosquitoes were
analyzed by PCR, resulting in only one positive pool. This result shows that the
transmission of canine heartworm is occurring in the municipality of Porto Velho and
has moderate prevalence among dogs. The immunoassay technique and the PCR
method are more efficient in detecting D. immitis infections in dogs when compared
to the blood smear technique. The confirmation of heartworm transmission in Porto
Velho also includes this disease among the ranks of differential diagnosis of
pulmonary nodules in humans in Rondonia.

Keywords: Dirofilariasis. Heartworm. Dirofilaria immitis. Amazon. Rondénia. Filarial
worm.
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1 INTRODUCAO

1.1 Espécies e patogenicidade de filarias caninas

A filariose canina € uma parasitose de distribuicdo mundial cujos agentes
etiolégicos sdo vermes nematodas filaridides. Estas filarias pertencem a ordem
Spirurida, subordem Spirurina, superfamilia Filarioidea e familia Onchocercidae
(ANDERSON, 2000). Em sua fase adulta, os vermes produzem microfilarias por
meio de reproducédo sexuada. Sua transmissao ocorre por meio de mosquitos que
atuam como hospedeiros intermediarios.

No ano de 1626, na Itélia, Francesco Birago publicou pela primeira vez o achado
de um cédo parasitado por verme filaridide (GENCHI; VENCO; GENCHI, 2007).
Desde entdo, nove espécies de filarias caninas ja foram descritas no mundo, e no
Brasil, at¢é o momento, apenas quatro: Cercopithifilaria grassii (Noe, 1907),
Acanthocheilonema reconditum (Grassi, 1890), Dirofilaria repens Railliet & Henry,
1911 e Dirofilaria immitis (Leidy, 1856), sendo a ultima a mais comum (MANFREDI;
DI CERBO; GENCHlI, 2007).

A espécie D. immitis é a mais estudada devido a sua distribuicdo cosmopolita e
por eventualmente parasitar o homem (MILANEZ DE CAMPOS, 1997). A forma
adulta de D. immitis se alimenta de plasma e vive por varios meses ou anos. Ela
pode ser encontrada no ventriculo direito e nas artérias pulmonares dos caes
causando tosse, dispnéia, fraqueza seguida de ascite devido a falha no ventriculo
direito, anorexia, desidratacdo e perda de peso (SEVIMLI et al., 2007).

A patogenicidade varia de acordo com o numero de vermes adultos, podendo
ser encontrados de 1 a 150 vermes em cada animal. Eles podem alcancar ou ndo a
maturidade sexual em seus hospedeiros ocasionais, como lobos, coiotes, raposas,
varios felinos (incluindo gatos domésticos), mustelideos (ferrets), ursos, castores,
guatis, coelhos, veados, lontras, pinglins, cavalos, primatas nao-humanos
(MANFREDI; DI CERBO; GENCHI, 2007) e o homem. Neste ultimo, ndo completa o
ciclo, mas instala-se nos pulmdes, resultando na formacdo de ndodulos que
mimetizam tumores, situacéo diagnosticada como dirofilariose pulmonar humana. C.
grassi, A. reconditum e D. repens sdo consideradas apatogénicas e ainda pouco
estudadas (LINDEMANN; EVANS; MCCALL, 1983; SOULSBY, 1982). Suas formas

adultas habitam o tecido conjuntivo dos cées, embora ocorram casos incomuns,
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como A. reconditum que ja foi registrada em tecido gorduroso perirenal de cdes e C.
grassii na cavidade peritoneal de cdes (TRALDI, 1998). D. repens também parasita
gatos domeésticos e o homem ocasionalmente (PAMPIGLIONE; RIVAS, 2007).
Todas as filarias caninas registradas no Brasil produzem microfilarias sanguineas,

exceto C. grassii que possui microfilarias linfaticas.

1.2 Diagnostico, profilaxia e tratamento

Existem diversos métodos de diagndstico para filariose canina, os mais
utilizados sdo a gota espessa e o método de Knott, ambos por serem rapidos e
baratos. Estes sdo utilizados para identificar as espécies de filarias e fazer a
contagem do numero de microfilarias circulantes. Apesar de serem muito utilizados,
podem ocorrer falsos resultados negativos. Em alguns casos, a populacdo de
vermes adultos pode ser formada apenas por vermes do mesmo sexo e, de acordo
com a fase biologica do parasita, pode ndo ocorrer a producdo de microfilarias,
causando resultado falso negativo no diagnostico parasitologico. Desta forma €
necessario um outro tipo de diagndéstico que seja capaz de detectar vermes adultos.
Existem diversos kits comerciais de diagnostico especificos para D. immitis que
detectam antigenos produzidos apenas por vermes adultos. Diagndstico por imagem
(raios-X, tomografia etc.) também € uma forma de detectar vermes adultos, mas um
baixo niumero de adultos pode acusar resultado falso negativo. A recomendacao da
American Heartworm Society é a utilizacdo de dois ou mais métodos para
diagnastico.

A ivermectina, na dose de 6 mg/kg, é o farmaco mais utilizado no tratamento e
profilaxia. Melhorias no saneamento basico e nas condi¢cdes de abrigo dos caes
também influenciam na profilaxia. O tratamento exige cuidados, porque, apés a
ingestdo da droga, pode ocorrer morte em massa dos vermes adultos, causando
congestao pulmonar e até a morte dos caes. Por isso, recomenda-se administracéo

de medicamento em pequenas quantidades por um periodo prolongado.

1.3 Dirofilariose pulmonar humana e parasitismo por D. repens

No ser humano D. immitis ndo completa seu ciclo. Formas imaturas do verme

se alojam e morrem nos ramos das artérias pulmonares formando nddulos. Na
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maioria dos casos se apresenta assintomatica, sendo diagnosticada acidentalmente
na rotina para outras doencas do pulmdo. Nos casos sintomaticos, devido a
endoarterite e infarto pulmonar, causa dor no peito, tosse, dispnéia, fadiga e mialgia.
O maior problema da dirofilariose pulmonar é a confusdo com tumores, que
geralmente leva a cirurgias desnecessérias. Até o momento foram identificados 51
casos de dirofilariose pulmonar humana no Brasil, e centenas de casos em todo o
mundo (RODRIGUES-SILVA et al., 1995). Nenhum caso ja foi registrado em
Rondonia.

D. repens também parasita o ser humano ocasionalmente, sendo assintomatica
na maioria dos casos. Formas imaturas se alojam em tecidos subcutaneos que
também podem ser confundidos com tumores. Uma forma mais grave desta
parasitose ocorre quando a larva se aloja na cavidade ocular podendo causar
opacidade e consequente prejuizo a visdo. Ja foram relatados 782 casos de
parasitismo em humanos por D. repens em 37 paises (GENCHI; VENCO; GENCHI,
2007). No Brasil ainda nao ha relatos.

1.4 Ciclo de transmissao e desenvolvimento biolégico nos hospedeiros e vetores

As filarias caninas possuem ciclo heteroxeno (figura 1). Os hospedeiros
intermediarios sédo dipteros hematofagos de mais de 70 espécies, embora apenas
uma duzia possa agir efetivamente como vetor (AHID; LOURENCO DE OLIVEIRA,
1999; GARCEZ et al.,, 2006; LABARTHE et al., 1998; LUDLAM; JACHOWSKI;
OTTO, 1970).

As fémeas dos vetores necessitam do sangue de vertebrados para a maturacao
dos ovos e, por isso, realizam o repasto sanguineo. No sangue ingurgitado estéo as
microfilarias, que passam pela faringe e alcancam o eséfago, onde permanecem por
cerca de 24 h. Posteriormente, elas migram para os tubulos de Malpighi e se
estabelecem junto as células da terminacéo distal, onde se transformam em larva L1
e posteriormente em L2 e L3. A forma infectante (L3) rompe a terminacédo distal do
tubulo de Malpighi e migra através da hemocele até a probdscide do inseto
(CANCRINI; GABRIELLI, 2007). Quando o inseto realiza novo repasto, a larva

penetra na circulagdo do hospedeiro vertebrado definitivo para se transformar em
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verme adulto. Apds 6 a 7 meses pode ocorrer o aparecimento de microfilarias na
circulacdo (RODRIGUEZ-SILVA et al., 1995).

Figura 1- Ciclo de transmiss&o de Dirofilaria immitis.
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Fonte: Arquivo pessoal

Os principais fatores que influenciam o ciclo de crescimento de formas larvais
de filarias no vetor sdo a espécie do vetor e a temperatura do ambiente. Outro fator
importante € a quantidade de microfilarias circulantes. Um elevado numero de
microfilarias que um vetor ingurgita pode leva-lo a morte e um baixo nimero pode
nao ser o suficiente para vencer todas as barreiras fisicas e imunolégicas dos
mosquitos. A barreira fisica é o cibario que possui dentes que podem romper a
membrana das microfilarias e a imunoldgica principal € a matriz peritrofica. Dentre os
fatores que mais influenciam a transmissdo, a exposicdo ao vetor, densidade
populacional, fecundidade e espécie do vetor sdo 0os mais importantes. O fato de o
desenvolvimento bioldgico do vetor e parasito depender de condicbes ambientais faz
com que a distribuicdo mundial de filariose canina esteja diretamente relacionada ao
clima (CANCRINI; GABRIELLI, 2007).
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1.5 Distribuicdo mundial de filariose canina

As filarias caninas sdo mais comuns nas regides de clima tropical e subtropical
(LOK, 1988). Na regiao tropical, o clima favorece a procriagdo dos vetores o ano
inteiro devido as altas temperaturas, embora nas regides de clima temperado
também sejam notificados muitos casos de filariose canina, principalmente em
paises com temperatura mais amena. As taxas de prevaléncia em regifes costeiras
e banhadas por grandes rios apresentam uma tendéncia a serem maiores, mas
recentemente diversos casos autéctones foram notificados em regides de perfil
geogréfico e climético diferente. A seguir sdo descritos os paises em que ja foi
registrada a presenca de D. immtis. Em alguns casos ha maior detalhamento sobre
a cidade ou regido especifica onde o estudo foi feito, em outros casos ha apenas
informacgao geral sobre o registro ou prevaléncia encontrada.

D. immitis ja foi encontrada no sul e leste da Europa (figura 2). Sua ocorréncia
foi registrada na Italia, Espanha, Portugal, Franca, Grécia, Turquia, Hungria,
Republica Tcheca, Eslovaquia, Eslovénia, Bulgaria, Roménia, Polénia e Croacia,
com prevaléncias variando de 2 a 80%. Casos aloctones foram registrados na
Alemanha, Austria, Rassia e Holanda (CARDOSO; MENDAO; DE CARVALHO 2012;
GENCHI et al., 2005; GENCHI; VENCO; GENCHI, 2007; MORCHON et al., 2012).
Na ultima década houve um aumento do numero de registros em paises onde antes
era considerada area livre de dirofilariose. Este aumento é creditado ao aquecimento
global e maior trafego de animais parasitados a estas novas areas (BROWN et al.,
2012; MORCHON et al., 2012).

Figura 2- Mapa de ocorréncia de Dirofilaria immitis na Europa, comparacdo entre
dados até 2001 e de 2001 a 2011.
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Na Asia D. immitis j& foi encontrada no Ird, Jap&o, Coréia do Sul e Taiwan,
com prevaléncias entre 11,3 e 57% de cédes parasitados (JAFARI; GAUR;
KHAKSAR, 1996; LEE et al., 1996; TANAKA; WATANABE; OGAWA, 1985; WU;
FAN, 2003).

D. immitis € comum na costa leste da Africa, podendo ser encontrada desde a
Africa do Sul até a Republica do Sudido (SCHWAN; DURAND, 2002).

Na Austrélia, D. immitis j& foi encontrada na regido costeira nordeste e em
alguns estados do leste. Na cidade de Sidney foi encontrada com a prevaléncia de
11, 4% (BIGGOOD; COLLINS, 1996).

Nos Estados Unidos, contando casos aloctones e autdctones, D. immitis j& foi
encontrada em todos os 50 estados (figura 3). Um estudo estima que existam
aproximadamente 500 mil cdes parasitados naquele pais (GENCHI; VENCO;
GENCHI, 2007). Outro estudo estima que existam 1,2% de cées parasitados
naquele pais (BROWN et al., 2012). No Canada a prevaléncia geral é estimada em
0,2% (SLOCOMBE, 1992).

Figura 3- Mapa de prevaléncia de D. immitis nos Estados Unidos.
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Na América Central e no Caribe D. immitis ja foi encontrada em Porto Rico,
Cuba, Curacao, Bahamas, Republica Dominicana e México com prevaléncias entre
3,1 a 67% (GUERRERO, 1992; KOZEK, 1995).

Na Argentina a prevaléncia varia entre 1 a 71% (VEZZANI; EIRAS;
WISNIVESKY, 2006). Na Venezuela foram encontrados 2,3% de cées parasitados
por D. immitis e no Peru 4,3% (GONZALES, 2002).

1.6 Ocorréncia de filariose canina no Brasil

No Brasil, a filariose canina ja foi encontrada em 15 estados de todas as
regides. Entretanto, a maioria dos estudos esta concentrada nas regides sudeste e
sul. Segundo Bendas et al. (2007) a prevaléncia nacional é de 2%, embora outros
trabalhos tenham encontrado prevaléncias locais mais elevadas.

No municipio de Coari, no Amazonas, Silva et al. (2008) encontraram 12,5% de
cachorros parasitados por D. immitis. No Estado do Para foram encontrados 53,5%
de caes parasitados com D. immitis na Ilha de Maraj6 (GARCEZ et al., 2006) e
10,7% em Belém (SOUZA et al.,, 1997). Em Oiapoque, Amapa, Meneses et al.
(1997) relataram o achado de um cdao com microfilarias de D. immitis. Na cidade de
Cuiaba, no Mato Grosso, foi registrada 11,8% de prevaléncia utilizando-se pesquisas
por anticorpos contra antigenos de D. immitis (FERNANDES et al., 1996). Em Sé&o
Luis do Maranhao a prevaléncia geral foi 15% de caes parasitados por D. immitis, e
em duas localidades a prevaléncia foi de 43 e 46% (AHID; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA; SARAIVA, 1999). Em Fortaleza, no Ceara, Moraes e Rocha (1993)
encontraram um céo parasitado por D. immitis. Na cidade de Mossoré, Rio Grande
do Norte, através de teste de cromatografia rapida, Suassuana et al. (2003)
encontraram 8,6% de cées positivos. Nos municipios de Salvador e Lauro de Freitas
na Bahia, a prevaléncia encontrada por Almeida et al. (2001) foi de 10,4%. Em
Maceid, Estado de Alagoas, através de gota espessa e teste sorologico, foram
encontrados 1,3% de caes parasitados por D. immitis e também 1,3% de prevaléncia
para A. reconditum (BRITO et al., 2001). Em Recife, Pernembuco foram encontradas
D. immitis e A. reconditum com prevaléncia de 2,3% por necropsia e 1% por busca
de microfilaria circulante, ja o teste sorolégico resultou em 1,3% (ALVES, 1999). No
Estado do Rio de Janeiro, Labarthe et al. (1998) encontraram prevaléncia de 16,8%

na cidade do Rio de Janeiro e 21,7% em Niter6i através do teste de Knott
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modificado. Em Minas Gerais foram encontrados 9,41% de prevaléncia na cidade de
Uberlandia (FERREIRA; BARBOSA; MASTRANTONIO, 1999). No estado de Sé&o
Paulo foi encontrada prevaléncia média de 8% através das técnicas de Knott e
ELISA, sendo 3,9% na capital e 12,2% no litoral (SOUZA; LARSSON, 2001). Em
Santa Catarina, utilizando-se gota espessa e Knott, foram encontrados 15% dos
cdes positivos para D. immitis. No litoral do Estado do Parand, utilizando-se 5
métodos de diagndstico (gota espessa, Knott, filtracdo e dois kits de deteccao de
antigenos), foram encontradas D. immitis, A. reconditum e uma espécie nao
identificada. A prevaléncia total foi de 31,25% e a espécie com maior prevaléncia foi
A. reconditum com 22,6 % (REIFUR; THOMAZ-SOCCOL; MONTIANI-FERREIRA,
2004).

1.7 Vetores de filariose canina

Todos os vetores de filariose canina pertencem a familia Culicidae. Este grupo
possui distribuicdo cosmopolita e cerca de 3.500 espécies em todo o0 mundo. Dentre
as espeécies vetoras, 0s principais géneros sao: Anopheles Meigen, 1818, Culex L.
1758, Aedes Meigen, 1818, Mansonia Blanchard, 1901, Psorophora Robineau-
Desvoyd, 1827 e Coquillettida Dyar, 1905. Ao pesquisar vetores de filariose canina,
Labarthe et al. (1998) indicaram Ochlerotatus scapularis (Rondani, 1848), Aedes
taeniorhynchus (Wiedemann, 1821) e Culex quinquefasciatus Say, 1823, como 0s
principais vetores desta parasitose em Niterdi, Estado do Rio de Janeiro. Os géneros
Ochlerotatus, Anopheles, Psorophora, Mansonia e Aedes tém como criadouros,
principalmente, os de caréater transitério (naturais ou artificiais) no solo, como
enchentes, varzeas inundaveis, vasos, pneus, garrafas etc. Apresentam pico de
hematofagia no crepusculo vespertino, mas também podem picar de dia e a noite
(AHID; LOURENCO-OLIVEIRA, 1999). As espécies do género Culex tém criadouros
em meios urbanos principalmente, em reservatdrios hidricos artificiais no solo ou
locais com agua rica em matéria organica em decomposicao e detritos, como fossas,
ralos e pocos. Tém hébito alimentar noturno (AHID; LOURENCO-OLIVEIRA, 1999).

A capacidade de um mosquito atuar na transmissdo de filariose canina esta
diretamente relacionada com suas caracteristicas morfolégicas e comportamentais.
Através de infeccdo experimental, muitas espécies ja foram incriminadas como

possiveis vetores de filariose canina, mas, apesar de ocorrer o desenvolvimento da
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forma infectante (L3), outros fatores limitam a capacidade vetorial. As principais
caracteristicas sdo a presenca ou ndo de dentes no cibario e a preferéncia por
determinado vertebrado na hora de realizar repasto sanguineo. O cibario (estrutura
interna esclerotinizada) pode possuir dentes no cibario que exercem acao mecéanica
contra a cuticula das microfilarias, causando rompimento e morte das mesmas.
Mesmo uma espécie que nao possua dentes e seja apta a desenvolver a L3 pode
nao ter o cdo como fonte preferencial de alimento.

Apesar do conhecimento do grande nimero de potenciais espécies vetoras de
filariose canina, pouco se sabe sobre a transmisséo natural (AHID; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1999). Estudos sobre a prevaléncia sazonal de infeccdo natural de
vetores foram feitos na Itélia, Estados Unidos e Brasil (CANCRINI; GABRIELLI,
2007). No Brasil, os unicos trabalhos realizados com levantamento sazonal de
prevaléncia de vetores infectados pertencem a Ahid e Lourenco-de-Oliveira (1999),
Brito et al. (2001), Leite (2005) e Rocha (2007). Os primeiros realizaram, atraves de
dissecacdo manual, um estudo sobre a infecgédo natural de mosquitos por D. immitis
na cidade de Séo Luis, estado do Maranh&do. Encontraram Culex quinquefasciatus
parasitado com prevaléncia de 0,1% e Aedes taeniorhynchus, com 0,5%. Brito et al.
(2001), em Maceio no estado de Alagoas, coletaram durante 24 meses e dissecaram
manualmente 6.579 Culex quinquefasciatus, e destes, apenas 8 foram encontrados
com formas larvais de D. immitis. Leite (2005) coletou 3.653 mosquitos em
Guaratuba, Parana, e encontrou 3 individuos parasitados com formas L1 de D.
immitis. Rocha (2007) investigou a prevaléncia de mosquitos parasitados por D.
immitis na ilha de Floriandpolis e encontrou apenas uma amostra positiva utilizando
técnicas moleculares.

Verificar a taxa de vetores parasitados com estagios larvais de filarias € uma
forma de identificar como a possivel transmissdo esta ocorrendo em locais onde
haja caes parasitados por filarias. Também serve para monitorar areas onde existam

programas de tratamento com filaricidas.
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2 JUSTIFICATIVA

O Brasil, principalmente a regido amazOnica, possui todas as caracteristicas
necessarias para ocorrer a transmissdo de filarioses caninas. Além do clima
favorecer o desenvolvimento bioldgico dos vetores, o desmatamento e a falta de
saneamento basico contribuem para a manutencdo de uma elevada populacdo de
vetores no meio urbano. A migracdo de hospedeiros parasitados a areas antes livres
de filariose canina € um dos principais modos de disseminacdo destas parasitoses.
N&o existem trabalhos sobre vetores de dirofilariose canina na regido Norte do Brasil
e sdo poucos os trabalhos em todo o territério nacional. Este trabalho também teve
como objetivo a interacdo com outros grupos de pesquisa (Faculdade S&o Lucas,
ICB5/USP, INPA e UFAL) e a formacdo de massa critica local. Por estes fatores,
aqui foi proposto o primeiro inquérito em larga escala sobre dirofilariose canina feito
na regiao norte e o primeiro estudo de prevaléncia utilizando técnicas moleculares

para diagndstico de vetores no Brasil.
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3 OBJETIVOS

Estimar a ocorréncia de dirofilariose canina entre os caes de Porto Velho.

Estimar a prevaléncia em caes utilizando quatro métodos de diagndstico (gota
espessa, filtragdo em membrana, imunocromatografia e PCR).

Verificar as caracteristicas fisicas dos cées portadores de dirofilariose canina.

Realizar andlise espacial evidenciando os casos positivos.

Verificar a ocorréncia de mosquitos infectados por D. immitis.

3.1 Objetivo adicional

Verificar a ocorréncia de dirofilariose canina em céaes que frequentam clinicas

veterinarias.
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4 MATERIAIS E METODOS

O municipio de Porto Velho possui 428.527 habitantes e uma area de 34.096
km? (figura 4). E o municipio mais populoso do estado, com densidade populacional
de 12,57 habitantes’km?® e sua populacdo é formada principalmente por
descendentes de moradores da regido nordeste e norte do pais (IBGE, 2010).

Figura 4- Mapa do estado de Ronddnia indicando o municipio de estudo.
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A titulo de estudo-piloto, uma coleta inicial foi realizada em cédes que
frequentam clinicas veterinarias. As amostras de sangue utlizadas foram
provenientes de cdes que passaram por procedimento cirdrgico ou que foi solicitado
amostra de sangue para diagnésticos gerais (hematdcrito ou suspeita de outras
doencas). De cada céo foi retirado cerca de 2,0 mL de sangue. O sangue foi mantido
sob refrigeracdo em tubo de ensaio contendo EDTA. Nesta coleta foram utilizados
trés métodos de diagnostico, a gota espessa, filtracdo em membrana de
policarbonato e teste imunocromatografico de fluxo lateral (ICT). O padrdo ouro no

diagndstico de Dirofilariose sdo os testes que detectam antigenos (AMERICAN
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HERTWORM SOCIETY, 1993; GENCHI; VENCO; GENCHI, 2007; KNIGHT, 1998).
Os métodos de concentracdo e gota espessa devem ser usados como
complementares no diagnéstico, devido a possibilidade de falsos negativos no teste
de antigenos e a presenca de outras espécies de filarias.

Para cada individuo amostrado foi feita uma pesquisa em prontuario ou com
guestionério diretamente com o dono do animal para verificar uma possivel relacédo
entre cées positivos e o0s sintomas de dirofilariose (ambas na presenca do
veterinario responsavel). Os sintomas levados em consideracdo foram: tosse
frequente, dispneia, fraqueza, ascite, anorexia, desidratacdo e perda de peso.
Outros fatores levados em consideracédo foram: sexo, idade, peso, local onde vive

(quintal ou intradomiciliar), local onde nasceu e viagens realizadas.

4.1 Estudo de prevaléncia de dirofilariose canina

Para este estudo, a amostra minima, estratificada por microrregides do Centro
de Zoonozes (CZ), foi definida em 543 caes domiciliados de Porto Velho e foi
calculada através do programa Epilnfo, com nivel de significancia de 97%,
considerando-se uma prevaléncia de 11%. Este numero esta baseado em estudos
sobre prevaléncia de dirofilariose realizados nas cidades mais proximas a Porto
Velho (Cuiaba-MT e Coari-AM). Para uniformizar a amostra, a coleta foi realizada
juntamente com a campanha de vacinacdo de raiva promovida pelo CZ de Porto
Velho. Uma parceria foi firmada com este centro e obteve-se a permissao de colocar
equipes de coleta em onze postos de vacinacdo espalhados pela cidade
(microrregides) (figura 5). Os postos selecionados abrangiam todas as areas da
cidade e apresentavam numero aproximado de cdes que sao vacinados (de acordo
com dados da campanha de vacinacao do primeiro semestre de 2010). No mapa é
possivel ver areas urbanas distantes de pontos de coleta, estas areas representam o
centro comercial, &reas com terrenos sem uso, resquicios de floresta e bairros com
baixa densidade demografica (IBGE, 2010). As amostras foram coletadas de forma
randémica. No dia da coleta, cada grupo selecionava os cdes a serem amostrados
de acordo com a ordem de chagada, baseados em uma lista contendo cem nimeros

gerados aleatoriamente pelo programa Epiinfo.
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Figura 5- Zonas de coleta divididas de acordo com a populacdo de caes estimada
em Porto Velho, Rondénia 2012.
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Fonte: Google Earth 2012 modificado pelo autor

A prevaléncia foi verificada através da pesquisa de microfilarias no sangue do
hospedeiro e pela presenca de antigenos circulantes. Foram coletados cerca de 1 a
2 mL de sangue da veia cefélica com o auxilio de uma seringa. Em campo o sangue
foi acondicionado em tubos de ensaio contendo EDTA. Todas as amostras e o ICT
foram mantidos em caixa de isopor com gelo reciclavel. Logo apds a coleta (em
campo) foram feitos dois procedimentos: gota espessa e ICT. Estudos anteriores
mostraram que este Ultimo método é o mais eficaz (ROSA, 2002), mas, como ndo é
possivel a identificacdo e contagem de microfilarias, neste trabalho foram utilizadas
as duas técnicas. A identificacdo da microfilaria em espécie se baseia principalmente
nos caracteres morfolégicos da parte cefalica e cauda, para isso seria utilizada
chave taxonémica segundo Anderson (1976). No mesmo dia da coleta, as amostras
de sangue foram congeladas visando a preservacdo de DNA para realizacdo de

diagndstico por PCR.
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4.2 Gota espessa

Para a realizacdo do método de gota espessa foram utilizadas duas gotas de
sangue (aproximadamente 0,05mL) sobre lamina de microscépio, procedimento
realizado em campo. Na semana seguinte, com as amostras ja secas, foi colocada
agua destilada para lisar as heméacias e metanol para fixacdo do sangue. Apos a
fixacdo, a amostra foi corada com solucdo de Giemsa em agua destilada na
propor¢cdo de 1 gota/mL. Estas laminas foram lidas em microscépio Optico sob
objetiva de 4x e 10x. As laminas foram lidas por dois pesquisadores de forma
independente.

4.3 Membrana de policarbonato

A filtracdo em membrana (Poretics Corporation® 5um, San Francisco,
CA,USA) foi utilizada apenas na coleta teste e foi descartada na segunda etapa para
facilitar as coletas no dia da campanha. Neste método foi misturado 1 mL de sangue
a EDTA a 0,03% e 4 mL de soro fisiologico. Esta mistura foi armazenada em uma
seringa de 5 mL. Na ponta de seringa foi acoplado o dispositivo (holder) onde a
membrana de policarbonato foi colocada. De forma lenta e suave o embolo da
seringa € empurrado fazendo com que as microfilarias fossem retidas pela
membrana e os elementos sanguineos nédo desejados fossem eliminados. O refugo
foi despejado em recipiente proprio para o descarte de material biologico. Apds este
processo a membrana foi retirada e colocada em lamina de microscépio. Sobre a
lamina foi adicionado metanol para fixar a amostra. Apds a fixacdo foi colocado
Giemsa na mesma propor¢cao ja citada. A leitura foi feita em microscopio 6ptico
binocular sob objetiva de 4x e 10x. Neste método, junto com a gota espessa, é
possivel, além de identificar as filarias, calcular o indice de microfilaremia. As

laminas foram lidas por dois pesquisadores de forma independente.
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4.4 Reagao em Cadeia de Polimerase —PCR

O método de diagnostico por PCR foi realizado em parceria com o Laboratério
de Genética da Faculdade Sdo Lucas em Porto Velho. As amostras de sangue
foram analisadas em sua totalidade por membros do laboratério e 30% das amostras
de mosquitos foram analisadas pelo responsavel desta tese e o0 restante pelos

membros do laboratorio.

4.4.1 Extracdo de DNA

O diagnéstico molecular foi feito quatro meses apds a coleta. Todas as
amostras positivas no teste imunocromatografico foram testadas individualmente
pela PCR. As amostras negativas foram testadas em pools, contendo dez amostras
cada. Apos o descongelamento das amostras em temperatura ambiente, o DNA foi
extraido com o uso do kit comercial Quiamp DNA blood kit (Quiagen®, Disseldorf,
Germany). A deteccdo de DNA de D. immitis no sangue foi realizada utilizando-se os
iniciadores espécie-especificos descritos por Scoles e Kambhampati (1995), Diro-
Forward (5-ACGTATCTGAGCTGGCTCAC-3) e Diro-Reverse
(5’ATGATCATTCCGCTTACGCC-3’) (OPERON, Alameda. CA). O primer utilizado
amplifica uma segmento de DNA de 378 pares de bases. A extracdo de DNA foi
realizada em lotes, cada lote era composto de cinco amostras, um controle negativo
e um positivo. O controle negativo era composto de sangue humano e o positivo de
sangue humano com pedacos de vermes adultos de D. immtis. No caso de né&o
aparecer a banda de 378 pares de bases no controle positivo a extracdo era
repetida. Nao foram utilizados outros métodos para verificar a extracdo e a pureza
de DNA.

4.4.2 Amplificacdo de DNA

A reacgao de PCR foi realizada em um volume final de 20 pl contendo 200 mM
de uma mistura de dNTPs (dTTP, dATP, dCTP, dGTP), 25 pmol de cada iniciador,
uma unidade de Taq DNA polimerase e 4 ul de DNA obtido. As reacdes de
amplificagdo foram realizadas em termociclador com o0 seguinte programa:

desnaturacado inicial de 4 min a 95 °C, ligagdo dos iniciadores a 55 °C/1 min,
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extensdo a 72 °C/1 min, seguido de 25 ciclos 95 °C/1 min, 55 °C/1 min, extensdo a
72 °C/1 min e um ciclo final de extensdo a 72 °C/5 min (SCOLES; KAMBHAMPATI,
1995).

4.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Aliquotas de 4 pyL de cada amostra amplificada foram misturadas a 4 pl do
tampdo de amostra 2X (azul de Bromofenol a 0,25%, Ficol a 15% p/v em agua
ultrapurificada) e aplicadas em gel de agarose 1,5% e submetidas a eletroforese
(100Vv/90min) em tamp&o Tris-Borato- EDTA 1X (TBE, tris-HCL 0,09 M, &cido borico
0,09 M e EDTA 0,002 M). A seguir o gel foi corado em brometo de etidio e as
bandas visualizadas em transiluminador sendo fotodocumentado (KODAK Gel logic)

e analisado para presenca ou auséncia de bandas compativeis.

4.5Teste Imunocromatografico de Fluxo Lateral

O teste imunocromatografico foi feito segundo as especificacdes do produto Kit
de Teste Heartworm Anigen Bioeasy® (Bionote inc, Seoul, Korea). Este teste
detecta antigenos secretados pelos vermes adultos presentes no sangue do
hospedeiro. O dispositivo de teste possui uma fita de papel poroso, e por
capilaridade a amostra passa por dois pontos. O primeiro ponto possui anticorpos
monoclonais de D. immtis conjugados com nanoparticulas de ouro. Havendo
presenca de antigenos de D. immtis na amostra, ocorrera a ligacdo antigeno-
anticorpo e por ressonancia plasmoénica superficial as particulas de ouro conjugadas
refletem a cor vermelha indicando resultado positivo. De acordo com o fabricante,
este kit € capaz de detectar antigenos de vermes machos e fémeas com
sensibilidade de 94,4% e especificidade de 100%. O teste € estavel se mantido em
local seco e ao abrigo da luz em temperatura de até 30°C. O fabricante ainda afirma
gue nao existe reacdo cruzada com Dipetalonema reconditum. Segue abaixo as

etapas e materiais utilizados (adaptado da bula).

1. Ao utilizar a pipeta fornecida, aplica-se 1 ou 2 gotas de amostra (sangue total,

soro ou plasma) ao frasco de amostra. (figura 6)
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2. Logo apos aplica-se 3 gotas do conjugado fornecido com o teste.

3. Apé6s alguns minutos a amostra, que aparecera na cor rosa, aparece na
janela de resultados. Na janela de resultados existem duas marcas, uma com

aletra CeoutracomaletraT.

4. O resultado pode ser interpretado entre 8 a 15 minutos apés a amostra

percorrer toda a janela

5. Interpretacdo de resultados: Sempre que aparecer uma linha abaixo da letra
C significa que o teste estd funcionando, esta é a linha de controle do
dispositivo. Se aparecer uma linha abaixo da letra T significa que o resultado
€ POSITIVO. Esta linha pode apresentar coloracdo variavel de acordo com a
concentracdo de antigeno presente na amostra.

Figura 6 — Dispositivo para diagnéstico imunocromatografico.

Fonte: Arquivo pessoal
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4.6 Calculo de prevaléncia de filariose canina

A prevaléncia foi calculada pelo namero de individuos positivos x 100 dividido

pelo nimero total de individuos examinados.

4.7 Relacdes entre prevaléncia e caracteristicas do hospedeiro

A positividade das amostras foi relacionada com fatores dos hospedeiros como
idade, sexo, local de nascimento, se realizou viagens e local onde vive (endereco,
latitude e longitude, local aberto ou fechado). No momento da coleta, foi aplicado um
guestionéario no qual o dono do animal respondeu as questdes acima e foi solicitada
a permiss&o para a participacéo neste estudo. (APENDICE A- modelo da ficha)

4.8 Mapa de distribuicdo de cdes amostrados

Nas semanas seguintes a data de coleta, todos os enderecos indicados pelos
donos dos céaes foram visitados. Cada residéncia foi georeferenciada com o uso do
Garmin Global Positioning System device (GPS- model E-TREX- Legend HGX). As
coordenadas obtidas pelo GPS foram utilizadas no programa Terra view versao 4.2.
Este programa gerou mapas de distribuicdo de todos os cdes amostrados,
diferenciando casos negativos de positivos. O software utiliza analise estatistica de
densidade de Kernel, que basicamente possui o principio de que pontos préximos
possuem maior semelhanca do que com pontos distantes. Para gerar os mapas de
Kernel foram utilizados parametros de 250 colunas sobre os eventos com algoritmo

de funcao quartica e raio adaptativo.

4.9 Coleta de mosquitos

Para verificar a ocorréncia de infeccdo natural de vetores foram coletados
mosquitos (principalmente fémeas de Culex quinquefasciatus), no peri-domicilio, por
busca ativa através de aparelho de succdo. As coletas foram feitas no horario de
maior atividade dos mosquitos fémeas de C. quinquefasciatus, com inicio as 18:00 e

término as 01:00.
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Apos a verificagdo de casos positivos de dirofilariose canina, as coletas de
mosquitos foram direcionadas nas residéncias e arredores destes casos. Pelo

menos uma coleta foi feita nos arredores de casos positivos.

Nos locais préximos as residéncias, procurou-se criadouros de C.
quinguefasciatus, como areas alagadas com depdsito de matéria orgéanica, esgoto a

céu aberto, fossas rudimentares e bueiros.

4.10 Deteccédo de infeccéo natural de vetores por PCR

Os insetos foram preservados em alcool isopopilico e conduzidos ao
laboratorio para diagnostico molecular.

Os mosquitos foram identificados segundo Foratini (2002) e chaves auxiliares
para cada subfamilia, géneros e espécies também foram utilizadas de acordo com a
necessidade. ApoOs a identificacdo, os individuos foram manualmente separados,
com auxilio de estilete entomologico, em duas sub-amostras pareadas: cabeca e
corpo (térax + abdémen). Para a analise molecular, os pools contendo 10 individuos
foram separados por espécie, parte do corpo (cabeca ou térax+abddémen), data e
local de coleta. A cabeca foi analisada separada para se calcular a taxa de

infectividade.

4.10.1 Obtencdo do DNA de D.immitis em mosquitos

A metodologia utilizada foi baseada na proposta de Rocha (2007). Os
mosquitos coletados em campo foram retirados do alcool isopropilico para a retirada
das pernas e das asas, foram em seguida, agrupados em pools de dez espécimes
por tubo e colocados em frascos de micro centrifuga rotulados junto com 250uL de
tampédo de maceracao (0,08 M NacCl, 0,16 M sacarose, 0,06 M EDTA, 0,1 M Tris-HCI
pH 9,0 e 0,5% Sddio- Duodecil-Sulfato- SDS). Esta solucao foi aquecida por 10 min
a 95 °C e acrescida de proteinase K na concentracdo final de 100 pg/mL. Os
mosquitos foram macerados, até que ndao houvesse mais partes identificaveis dos
mosquitos. ApO0s a maceracdo a solucdo foi aquecida a 95 °C por mais 10 min,
passado este tempo os tubos foram transferidos a uma centrifuga onde ficaram por

3 minutos a 12.000 rpm. ApOs a centrifugacdo, o sobrenadante de cada tubo foi
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retirado com auxilio de uma pipeta e armazenado em microtubo. Por final os tubos
foram aquecidos a 100 °C para desativar a proteinase K. A extracdo de DNA dos
mosquitos foi realizada em lotes. Cada lote era composto de cinco pools de
mosquitos, um controle negativo de mosquitos machos e um positivo de mosquitos
machos e pedacos de vermes adultos de D. immtis. Apds extracdo, amplificacdo e
eletroforese foi verificada a presenca ou ndo da banda de 378 pares de bases no
controle positivo. Caso esta banda nédo fosse visualizada a extragdo era realizada
novamente. Nao foram realizadas outras metodologias para verificar presenca de

DNA e pureza dos mesmos ap0s a extragao.

4.10.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A deteccdo de DNA de D. immitis nos mosquitos foi realizada utilizando-se os
iniciadores espécie-especificos descritos por Scoles, Kambhampati (1995), Diro-
Forward (5-ACGTATCTGAGCTGGCTCAC-3) e Diro-Reverse
(5’ATGATCATTCCGCTTACGCC-3’) (OPERON, Alameda. CA). Este primer resulta
na amplificacdo de uma sequencia de 378 pares de bases. A reacdo de PCR foi
realizada em um volume final de 20 uL contendo 200 mM de uma mistura de dNTPs
(dTTP, dATP, dCTP, dGTP), 25 rmol de cada iniciador, uma unidade de Taq DNA
polimerase e 1-3 pl de DNA obtido do pool de mosquitos. As reacbes de
amplificacdo foram realizadas em termociclador seguindo o seguinte perfil de
amplificacdo: desnaturacdo inicial de 4 min a 95 °C, ligacdo dos iniciadores a 55 °C/1
min, extensdo a 72 °C/1 min, seguido de 25 ciclos 95 °C/1 min, 55 °C/1 min,
extensdo a 72 °C/1 min e um ciclo final de extensdo a 72 °C/5 min (SCOLES;
KAMBHAMPATI, 1995).

4.10.3 Eletroforese em gel de agarose

Aliquotas de 4 pyL de cada amostra amplificada foram misturadas a 4 yL do
tampdo de amostra 2X (azul de Bromofenol a 0,25%, ficol a 15% p/v em &gua
ultrapurificada) e aplicadas em gel de agarose 1,5% e submetidas a eletroforese
(100 V/90min) em tampao Tris-Borato- EDTA 1X (TBE, tris-HCL 0,09 M, acido bérico
0,09 M e EDTA 0,002 M). A seguir o gel foi corado em brometo de etidio, as bandas
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visualizadas em transiluminador sendo fotodocumentado e analisado para presenca

ou auséncia de bandas.
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5 RESULTADOS

5.1 Coletas-Piloto em clinicas veterinarias

Foram coletadas 202 amostras de sangue de caes, do total coletado, 16
amostras foram positivos no teste imunocromatografico, o que representa 7,9% de

cées positivos.

Entre as 202 amostras, 54 (26,7%) apresentaram algum sintoma relacionado
com dirofilariose. Nenhum individuo (positivo ou negativo) apresentou mais que um
sintoma (tabela 1). Nao foi comprovada relagéo positiva entre sintomas e resultados
para dirofilariose.

Tabela 1- Relagcédo entre sintomas de dirofilariose e cdes amostrados em clinicas
veterinarias de Porto Velho

Tosse Dispneia Fraqueza Ascite Anorexia Desidratagdo Pedra Peso Total

Positivos 0% 0% 7,1% 0% 11,1% 12,5% 11,1% 9,3%
Negativo 100% 0% 92,9% 100%  88,9% 87,5% 88,9% 90,7%
Total

(100%) 4 0 14 1 9 8 18 54

A tabela 2 mostra apenas os individuos positivos agrupados por idade. H4 uma
concentracdo de individuos nas faixas de 0 a 4 anos que representa 64% do total de

positivos.



Tabela 2- Total de individuos positivos agrupados por faixa etaria

Total
ldade Negativo % Positivo % geral %
0,6 4 100 0 0 4 2
0,8 2 100 0 0 2 1
0,9 3 100 0 0 3 1,5
1 18 90 2 10 20 9,9
2 29 93,5 2 6,5 31 15,3
3 23 88,5 3 11,5 26 12,9
4 20 87 3 13 23 11,4
5 13 86,7 2 13,3 15 7,4
6 13 81,3 3 18,8 16 7,9
7 17 100 0 0 17 8,4
8 12 100 0 0 12 5,9
9 2 100 0 0 2 1
10 16 100 0 0 16 7,9
11 5 83,3 1 16,7 6 3
12 4 100 0 0 4 2
13 1 100 0 0 1 0,5
14 2 100 0 0 2 1
16 2 100 0 0 2 1
Total 186 16 202 100
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Quando divididos por sexo, a amostra é equilibrada, sendo 52,9% de machos e

47,1% de fémeas. Estudos anteriores ndo demonstram relacdo com o sexo e 0s

individuos positivos, neste estudo preliminar as fémeas representam 64,3% dos

positivos. O teste estatistico de chi-quadrado n&o resultou em signficancia (x*=

0.135, p= 0.713).

Quando divido por local de moradia (intradomiciliar ou quintal) existe pouca

diferenca entre os individuos positivos, sendo 42,9% intra-domiciliares e 57,1% que

moram em quintal. O teste chi-quadrado ndo resultou em significancia (x’= 0.013, p=

0.909).
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Um dado importante surgiu quando analisados deslocamentos (viagens para
outros estados) e o local onde o individuo nasceu. O resultado mostra que 92,9%
dos cées positivos nasceram e nunca sairam de Porto Velho. Apenas um individuo
positivo nasceu em outra cidade. Este cdo era proveniente de Recife, cidade ja

citada como endémica para dirofilariose.

5.2 Teste de acuracia dos métodos de diagndstico

Nesta etapa do trabalho apresentamos os resultados de trés métodos de
diagnéstico para dirofilariose canina. Utilizamos a gota espessa, filtracdo por
membrana de policarbonato e teste imunocromatografico em 100 amostras de cées
de veterinaria. De todos o0s testes apenas o0 imunocromatografico apresentou
resultado positivo, sete no total. Desta forma n&o foi possivel realizar o teste de

acuracia entre os 3 testes.

5.3 Estudo de prevaléncia na populacédo canina domiciliada

Uma vez constatada a ocorréncia de D. immitis em P. Velho (estudo piloto em
clinicas veterinarias), foram coletadas randomicamente 727 amostras da populacéo
canina de P. Velho (aproximadamente 40 mil cades, segundo o CZ) (tabela 3),
namero acima do minimo esperado em uma amostra com 97% de nivel de

significancia.
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Tabela 3- Namero de caes amostrados de acordo com microrregido e populagdo
estimada de caes baseada na campanha de vacinagdo do primeiro
semestre de 2010. (populacéo total de caes em Porto Velho estimada em

40 mil
Microrregiéo Pc))pulagéo Canina % em relacdo ao total NuUmero de cées
Estimada da populagdo amostrado_s: na
microrregido
1 525 6,7 72
2 704 9,0 59
3 670 8,6 61
4 587 7,5 71
5 772 9,9 68
6 821 10,5 72
7 634 8,1 58
8 765 9,8 60
9 663 8,5 73
10 892 11,4 70
11 768 10,0 63
Total 7801 19,5 727

Do total coletado, 93 amostras foram positivas no teste imunocromatografico
(figura 7), o que representa 12,8% de cdes positivos. Ndo foram encontrados
resultados positivos na gota espessa. A PCR resultou em 73 (10%) amostras
positivas (amostras previamente registradas como positivas no
imunocromatografico), nenhuma amostra de pools negativos foi positiva na PCR
(figura 7). A tabela 4 mostra as prevaléncias encontradas em cada microrregiao de

coleta.
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Figura 7 — Exemplo de gel de agarose com amostras positivas.

Legenda: 1 a 5 — amostras positivas, C+ controle positivo, C- controle negativo, PB pares de
bases.

Tabela 4- Porcentagem de individuos positivos divididos por zona de coleta

Zona 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Positivos 17,86 22,4 34,69 23,6 55 0 37,8 3,33 4 21 6,67
(%)
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Figura 8- Exemplo de teste positivo

_
(C- controle; T-reagente/positivo) Fonte: Arquivo pessoal

A amostra geral possui as seguintes caracteristicas: 65,3% dos cdes séo
jovens (de 0 a 4 anos); 54% s&do machos e 46% sao fémeas; 75,7% moram em
quintal e 24,3% no intradomicilio e 98,3% dos caes nasceram e nunca sairam de
Porto Velho.

A idade dos cédes amostrados esta descrita na tabela 5. Este fator é importante
de ser analisado devido ao fato da dirofilariose ser uma parasitose acumulativa, ou
seja, quanto mais tempo de vida tém o hospedeiro mais tempo este ficou exposto a
picadas e por consequéncia maior a chance de ser infectado e de desenvolver maior

numero de formas adultas. Apesar disso, os resultados mostram outra caracteristica.
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Tabela 5- Total de individuos analisados por ICT agrupados por faixa etaria
Idade em anos Negativo (-%) Positivo (+%) Total %

6 all meses 71 94,7 4 5,3 75 10,3
1 100 85,5 17 14,5 117 16,1
2 103 85,1 18 14,9 121 16,6
3 81 86,2 13 13,8 94 12,9
4 58 85,3 10 14,7 68 9,4
5 44 77,2 13 22,8 57 7,8
6 35 85,4 6 14,6 41 5,6
7 41 97,6 1 2,4 42 5,8
8 30 83,3 6 16,7 36 5
9 11 91,7 1 8,3 12 1,7
10 29 96,7 1 3,3 30 4,1
11 7 87,5 1 12,5 8 11
12 9 90 1 10 10 1,4
13 7 100 0 0 7 1
14 2 100 0 0 2 0,3
15 1 50 1 50 2 0,3
16 2 100 0 2 0,3
17 2 100 0 0 2 0,3
19 1 100 0 0 1 0,1

634 93 727 100,0

A tabela 5 mostra os individuos agrupados por idade. Ha uma concentracdo de
individuos nas faixas de 0 a 4 anos. Entre os positivos sdo 66.6% de cdes nesta

faixa etaria. Esta mesma caracteristica foi observada na amostra de cdes negativos.

Quando divididos por sexo, a amostra geral € equilibrada, sendo 53,5% de
machos e 46,5% de fémeas. Nao ha diferenca quando divididos entre positivos e

negativos.

Quando divido por local de moradia (intradomiciliar ou quintal) existe grande
diferenca entre os individuos positivos, sendo 26,9% intra-domiciliares e 73,1% que

moram em quintal. O teste qui-quadrado relacionando local de moradia com casos



42

positivos ndo demonstrou significancia (x’= 0,363, p= 0,546). Esta mesma
caracteristica foi observada na amostra de caes negativos.

Assim como foi feito na coleta piloto, foi registrado o local de nascimento dos
cées. O resultado mostra que 95,7% dos cdes positivos nasceram e nunca sairam
de Porto Velho, quatro individuos positivos nasceram em outras cidades, Recife,

Sao Paulo, Rio de Janeiro e Sao José do Rio Preto.

5.3.1 Mapa de distribuicdo de cdes amostrados

O mapa de distribuicdo de todos os 727 cdes amostrados (figura 8) mostra a
maior parte da cidade com pontos. Existem algumas areas com poucas ou nenhuma
amostra. Estas areas podem apresentar baixa densidade demografica, resquicios de

florestas ou areas abertas sem uso.

Figura 9- Mapa de Porto Velho indicando unidades georeferencidas das residéncias
dos cades amostrados

CIJ 3090 GOIOO

Metros

Legenda: Azul- cies negativos, rosa- cdes positivos
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A andlise estatistica de Kernel gerou um mapa com cores que indicam a
densidade de pontos positivos amostrados (figura 9). No mapa € possivel evidenciar
um “hotspot” na regido norte da cidade. Este mapa foi sobreposto com outros
mapas, gerados pelo IBGE (ANEXO A), que indicam fatores locais que podem ter
relacdo com a transmissao de dirofilariose. Estes fatores sdo: rede de esgoto,
abastecimento de agua e recolhimento de lixo. Estes fatores podem ter relacdo com
criadouros de mosquitos e com o0 saneamento basico do local. A sobreposicao das
imagens nao resultou em relacao evidente do “hotspot” com algum fator
social/ambiental do IBGE.

Figura 10- Mapa de Porto Velho com pontos positivos evidenciando hotspot em
vermelho, 2013.

CI) 3OIOO GOIOO

Metros

Legenda: Em rosa pontos positivos/Quadrado azul: area de abrangéncia/Fonte: Arquivo
pessoal
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5.4 Andlise de vetores

Foram coletados 3.115 mosquitos, sendo 2.972 Culex quinquefasciatus, 142
Aedes aegypti e 1 Anopheles triannulatus. Do total de pools analisados, apenas um
foi positivo na analise molecular (figura 10). O pool positivo era composto por
torax+abdébmen de espécimes de C. quinquefasciatus. A banda evidenciada é
compativel com os 378 pares de base do controle positivo. A andlise estatistica de
estimativa de maxima verossimilhanca no programa Poolscreen (KATHOLI et al.,
1995), resultou em uma prevaléncia estimada em 0,32%, com intervalo de confianca
de 95% entre 0,09% e 1,6%. Foram feitas 236 coletas, sendo 178 em locais
préximos a residéncias e 152 em outros pontos. A figura 11 mostra o ponto de coleta

da amostra positiva.

Figura 11- Gel de agarose com amostra positiva.

T w— — — — —— — — o —

Poco 4 amostra positiva, controles negativo (C-) e positivo (C+), marcador de pares de
base (PB) e demais amostras negativas.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 12- Imagem de satélite de Porto Velho indicando ponto de coleta de amostra
positiva.

85 m

Ponto vermelho na regido oeste da cidade.
Fonte: Google Earth 2012, modificado pelo autor



46

6 DISCUSSAO E CONCLUSOES

6.1 Estudo piloto

Estes resultados preliminares mostraram a ocorréncia de dirofilariose canina
em Porto Velho em caes atendidos em clinicas veterinarias. Apesar de a amostra ser
pequena, foi constatado um valor moderado (7,9%) de acordo com a literatura, onde
locais com mais de 20% de cées positivos sdo considerados locais com alta
prevaléncia (WATIER-GRILLOT; MARIE; CABRE; DAVOUST, 2011). Este valor ndo
era esperado, teoricamente, cdes que frequentam clinicas veterinarias recebem
tratamento médico com maior frequéncia e por medidas profilaticas estdo menos
propensos a se infectar. Estes cdes que frequentam clinicas veterinarias (para
consultas ou estética), normalmente sdo de donos que vivem em bairros com
melhores condicbes de habitacdo, ou seja, bairros com melhor infraestrutura o que
diminui o contato dos animais com vetores. A relacdo entre os sintomas de
dirofilariose e caes positivos nao foi verificada. Os sintomas de dirofilariose canina
sdo comuns a outras doencas e nem sempre cdes portadores de dirofilariose
apresentam sintomas (VENCO, 2007).

A maior parte dos estudos sobre dirofilariose na Brasil € direcionada a caes
recolhidos em centros de zoonoses, caes que teoricamente estdo mais expostos ao
vetor e por isso com maior chance de serem infectados. Este resultado inicial
motivou um estudo em larga escala para determinar a prevaléncia de dirofilariose

nesta cidade.

6.2 Teste de acuracia dos trés métodos de diagndstico

N&ao foi estatisticamente possivel realizar o teste de acurarica devido ao fato
de resultados positivos apenas no ICT. De acordo com as recomendacfes do
fabricante do kit ICT, os resultados foram interpretados como positivos com baixa
guantidade de antigenos, isso porque o resultado € interpretado por uma faixa que
adquire coloracdo quando positivo e a intensidade desta cor indica a quantidade de
antigeno detectado. No caso deste trabalho esta faixa sempre apresentou fraca
coloracéo. Este resultado pode explicar o porqué de ndo terem sido encontradas

microfilarias na gota espessa e filtracdo de membrana, j& que a baixa quantidade de
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antigenos indica baixa quantidade de vermes adultos e, consequentemente, uma
menor ou auséncia de producdo de microfilarias. Uma baixa quantidade de
microfilarias pode ser eliminada pelo organismo do hospedeiro ou pode nao
aparecer na quantidade de sangue utilizada nos outros testes. E possivel que em
uma amostra com maior nimero de caes sejam detectadas microfilarias. Mesmo
com a maior eficiéncia do teste imunocromatografico é recomendado utilizar outros
métodos pela possibilidade de serem encontradas espécies de filarias néo
detectadas na imunocromatografia.

O teste de antigenos, como ja foi citado, é o padrdo ouro no diagnostico de
dirofilariose. Apds o desenvolvimento de testes rapidos de deteccdo de antigenos,
os métodos de deteccdo de microfilarias séo indicados como complementares. Mas
ainda hoje os métodos de visualizagcdo de microfilarias ainda sdo os mais utilizados
por serem mais baratos.

De acordo com Courtney e Zeng, (2001) os métodos de gota espessa e
concentracdo apresentam diferenca na sensibilidade apenas em cédes com baixa
microfilaremia (menos de 10 microfilarias por mL de sangue). Em amostras com
microfilaremia alta (acima de 50 microfilarias por mL) a gota espessa resulta em
sensibilidade de 100% e nao ha diferenca nos resultados usando as duas técnicas
(COURTNEY; ZENG, 2001). Em outro estudo, Milonakis et al, (2004), mostram que
a gota espessa apresenta sensibilidade de 100% apenas em microfilaremias acima
de 400 microfilarias por mL, enquanto que o método de concentracdo possuli
sensibilidade de 100% em concentracdes a partir de 25 microfilarias por mL. Apesar
de o método de concentracdo ser eficiente também em baixas concentracdes de
microfilarias, o teste de antigenos é o padrdo ouro porgue mesmo em locais com
alta prevaléncia, até 20% dos cdes podem nédo apresentar microfilarias circulantes
(WATIER-GRILLOT; MARIE; CABRE; DAVOUST, 2011). Esta proporcdo pode variar
localmente de acordo com o numero de cdes que recebem farmacos contendo
lactonas macrociclicas sistémicas que eliminam microfilarias.

O teste de antigenos € o padrdo ouro, mas existe a possibilidade de ocorrer
resultado falso negativo e falso positivo. Resultados falsos negativos podem ocorrer
devido a falha no dispositivo e a ndo deteccdo de antigenos quando em baixa
concentracdo no sangue. Resultados falsos positivos podem ocorrer por reacéo
cruzada com antigenos de outros parasitas, apesar do fabricante indicar

especificidade de 100% para D. immitis. Um estudo feito por Schnyder e Deplazes
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em 2012, demonstra resultado falso positivo em testes que detectam antigenos de
D. immitis. Neste estudo eles testaram cinco kits comerciais de detecgcdo de
antigenos, sendo dois de fluxo lateral (nenhum foi 0 mesmo usado neste presente
estudo). O resultado falso positivo encontrado foi causado por reagdo cruzada com
antigenos de Angiostrongylus vasorum, um parasita de cdes transmitido por
moluscos. Este verme foi descrito pela primeira vez na Franga em 1913 e j& foi
registrado no Brasil nos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Rio Grande do
Sul (LIMA et al., 1985). Ainda ndo ha registro deste verme no Estado de Ronddnia,
mas existe a possibilidade que esteja presente devido ao grande fluxo de migrantes

no Estado.

6.3 Estudo de prevaléncia em populacédo canina domiciliada

O valor total de caes positivos é considerado moderado. Estudo feito em Cuiaba
por Fernandes et al. (1996), encontrou 11,8% de cées parasitados. Cuiaba esta
distante 1.466 km de Porto Velho e estéo ligadas pela BR 364, assim a capital do
Mato Grosso serve como passagem a pessoas vindas do sul e sudeste com destino
a Porto Velho. A dirofilariose ainda é uma parasitose com maior prevaléncia em
areas litoraneas (REIFUR; THOMAZ-SOCCOL; MONTIANI-FERREIRA, 2004), mas
o grande fluxo de pessoas (e seus animais de estimacdo) para cidades em
crescimento (BROWN et al.,, 2012), como Porto Velho, pode ser a causa da

expansao da dirofilariose ao interior do pais .

A menor prevaléncia em areas longe do litoral pode estar ligada aos vetores,
pois é possivel que estes tenham comportamento diferente de acordo com umidade
e temperatura (CLEMENTS, 1999; LABARTHE et al. 1998). Outro fator pode ser a
menor quantidade de estudos sobre dirofilariose em locais distantes do litoral, ainda
hoje no Brasil a dirofilariose € relacionada como parasitose exclusiva do litoral.
Durante a realizacdo deste trabalho, quando foi explicado aos veterinarios sobre o

projeto, todos afirmaram que dirofilariose sé ocorre no litoral.

Os dados colhidos durante as coletas mostraram que a maior parte dos caes
amostrados compartilha as seguintes caracteristicas; moram em quintal, sdo cées
jovens e nasceram em Porto Velho. Esta mesma caracteristica € compartilhada pela

maioria dos caes positivos. O fato de a maioria dos caes positivos terem nascido e
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nunca saido de Porto Velho, indica que ocorre a transmissdo de dirofilariose neste

cidade.

Entre as cidades dos cédes que ndo nasceram em Porto Velho, apenas Sao
José do Rio Preto ainda ndo possui dados sobre a presenca desta parasitose. Este
resultado reforca o indicio de que a dirofilariose foi introduzida em Porto Velho por
intermédio de cdes oriundos de cidades com populacdo de cades parasitados. Esta
teoria também explica a presenca de dirofilariose em Coari (SILVA et al., 2008),
cidade na beira do rio Solimdes, interior do Amazonas, e que SO posSui acesso

fluvial ou aéreo.

O mapa de analise estatistica de Kernel indica um “hotspot” que pode estar
associado a: populacéo local de vetores (criadouros favoraveis), criagcdo de céaes ou
introducdo maior de cées parasitados. O principal vetor encontrado, o mosquito C.
guinguefascitus, possui em média raio de voo de 2,5 km, mas quando ha criadouro
muito favoravel e oferta de alimento préximo, a tendéncia é manter um curto raio de
acao (CLEMENTS, 1999). A sobreposicao do “hotspot” com os mapas de condi¢des
sanitarias do IBGE ndo gerou resultado significativo. A regido do “hotspot”
compartilha as mesmas caracteristicas com areas onde nao foram registrados casos
positivos. Apenas 2% da cidade de Porto Velho possui rede de esgoto. Na maioria o
destino do esgoto sédo fossas sépticas ou rudimentares (um buraco no chdo). Em
alguns casos, que infelizmente néo é dificil de ver, o esgoto corre nas ruas ou nos

igarapés proximos, que sS40 muitos.

Foram encontrados resultados positivos apenas no teste imunocromatografico
porque este € o mais sensivel dos testes (AMERICAN HERTWORM SOCIETY,
1993; GENCHI; VENCO; GENCHI, 2007; KNIGHT, 1998). Microfilarias ndo foram
encontradas, provavelmente pelos mesmos motivos ja explicados na discussao da
coleta preliminar. E possivel que se nesta fase fosse utilizado o método de
concentracdo de sangue, microfilarias seriam detectadas, mas optou-se por priorizar
0 sangue para o imunodiagnéstico e PCR. O resultado da PCR serviu para confirmar
a presenca de DNA de D. immitis no sangue dos cdes. O menor numero de
amostras positivas na PCR pode ocorrer por ndo haver microfilarias circulantes ou

baixo nimero de microfilarias.
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Apesar do resultado da PCR ser positivo apenas nas amostras previamente
positivas no ICT e negativo nas amostras negativas no ICT, € possivel ocorrer
resultados falsos positivos e negativos. Isso pode ter ocorrido por nao terem sido
utilizadas metodologias para verificar a presenca, quantidade e pureza de DNA apos
a extracdo. Apesar de o controle positivo ter sido visualizado na eletroforese, pode
ter ocorrido falha ao extrair DNA das amostras (de uma ou mais) gerando resultado
falso negativo. Outra possibilidade € a presenca de impurezas junto ao DNA extraido
gue podem inviabilizar a amplificacdo e eletroforese. Os resultados falsos positivos
podem ter ocorrido devido a contaminagédo das amostras. Outro fator que pode gerar
resultado falso positivo é a deteccdo de algum outro parasita presente no sangue
dos cées. O primer utilizado neste estudo nunca havia sido testado na regiéo
Amazonica e apesar de ser especifico para a espécie D. immtis, € possivel que a
mesma sequéncia deste primer seja compativel com a de outro animal presente na

regido, animal que pode ou ndo ser conhecido pela ciéncia.

6.4 Coleta e analise de vetores

O namero total de mosquitos coletados foi abaixo do esperado. As coletas foram
direcionadas a residéncias onde foram encontrados caes positivos para dirofilariose.
No periodo destas coletas (abril de 2010 a janeiro de 2011), houve uma seca
prolongada fora do normal (ANEXO B). Este fato pode ter influenciado na populacéo
de mosquitos. A aplicacdo sistematica de piretroides pela prefeitura (controle do

Aedes aegypti) também pode ter influenciado neste resultado.

O fato de ser encontrado um pool positivo composto por corpo (térax+abdémen)
indica que esta espécie participa da transmissédo, mas ndo comprova. A infectividade
s6 pode ser comprovada com pools de cabeca positivos. Na cabeca sO se
encontram formas metaciclicas de filarias. Existe a possibilidade de haver restos de
microfilarias ingeridas no repasto sanguineo presas no cibario, mas estas nao
seriam detectadas no exame em microscopia 6tica. Apesar de ter aparecido um pool
positivo, podem ocorrer resultados falsos negativos e falsos positivos. Na
metodologia de extracdo de DNA ndo foram utilizadas técnicas para verificar a

presenca e pureza de DNA ap0s a extracdo. Desta forma resultados falsos
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negativos podem ocorrer devido a falha na extragdo de DNA e a presenca de
impurezas que inviabilizam a amplificacdo e eletroforese. Falsos positivos podem
ocorrer por contaminacdo e a mesma explicacdo dada sobre as amostras positivas
de sangue pode ser usada para explicar possivel resultado falso positivo. Os
mosquitos da espécie encontrada positiva neste estudo podem se alimentar de
diversas fontes (inclusive animas silvestres nativos), entdo ndo deve ser descartada

a possibilidade de que DNA de outro parasita tenha sido detectado.

Estudos sobre prevaléncia de vetores naturalmente infectados no Brasil
encontraram entre 0,1 a 0,5% de vetores parasitados com formas larvais (BRITO et
al., 2001; LEITE, 2005; ROCHA, 2007). A espécie encontrada positiva neste estudo,
também é a espécie com maior ocorréncia de individuos parasitados em estudos
sobre infeccdo natural de vetores de dirofilariose. O local de coleta do mosquito
positivo € na beira de um igarapé que estava represado devido a uma obra. Naquele
local havia acumulo de lixo, organico e inorganico e muitas residéncias tipo palafita
proximas. O encontro deste mosquito positivo ndo significa que este local possui
maior risco a transmissao, ja que 0s mosquitos desta espécie podem voar num raio
de 2,5 km (CLEMENTS, 1999). Este resultado, somado com os resultados das
amostras de cdes, comprova a importancia da espécie C. quinquefasciatus no ciclo

da dirofilariose e a ocorréncia da transmissao de dirofilariose canina em Porto Velho.
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APENDICE A- Ficha de amostras

Ficha de amostras - Projeto filariose canina (ICB5 — USP)  25/09/2010 Equipe:
NO

Idade: Raga: Sexo:M( )F ()

Cor: Escuro( ) Claro( ) Misturado( )  Pélo: Longo( ) Curto( )
Peso: kg

Local de coleta:

57

Enderego do animal:

Moradia: Intradomiciliar( ) Quintal( ) Errante( )

Viagens?

Local de nascimento: PVH( ) Qutro:

Frequiéncia de banho: Semanal( ) Quinzenal( ) Mensal( ) Raramente( ) Nenhum( )

Tomou vermifugo: Sim( ) N&o( )

Qual? Quando?

Resultado: [ Negativo L1 Positivo em: Gota espessa ( ) PCR () Soroldgico ( )

Obs:
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ANEXO A- Mapas de Porto Velho com sobreposicao de “hotspot”

Sobreposicao do hotspot com indicadores sociais de Porto Velho. Todas as
informacdes e os mapas foram gerados diretamente no site do IBGE. Em todos os
mapas, o gradiente de cores indica do menor para 0 maior o numero de residéncias.
Mapas disponiveis on-line em: http://www.censo2010.ibge.gov.br/painel/?nivel=st

Figura 1- Domicilios abastecidos de agua com a rede geral
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Figura 2- Domicilios com agua de poc¢o ou nascente.
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Figura 3 — Domicilios com abastecimento de agua e recolhimento de lixo.
Figura 4 — Domicilios ligados e rede geral de esgoto ou rede pluvial.
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Figura 5 — Domicilios com fossa rudimentar.
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Figura 7 — Domicilios com lixo coletado por cagambas.
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Figura 8 — Domicilios com lixo jogado em terrenos baldios.
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Figura 9 — Domicilios com lixo jogado em igarapés.
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Figura 10 — Domicilios com lixo coletado.
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ANEXO B- Graficos de pluviosidade de Porto Velho

Gréficos de precipitacdo da cidade de Porto Velho. Primeiro um grafico de 2009 com
indice de chuvas considerado dentro da média. O segundo gréfico é de 2010 com
média abaixo do normal. O terceiro gréfico € de 2011 que mostra novamente um
indice considerado dentro do normal. Todos graficos estdo disponiveis no site:

http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=home/page&page=rede_estacoes_auto_
graf

Figura 1- Gréfico de precipitacdo medida na cidade de Porto Velho em 2009
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Fonte: Inmet 2012.
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Figura 2- Gréfico de precipitacdo na cidade de Porto Velho em 2010.

Estacao: A925 - PORTO VELHO

Zoom i im l 3m l 6m lano llanoltudol

Precipitacao (mm)

o m | |
MAR ‘10 MAI ‘10 JuL ‘1o SET '10 NOV '10
Data
@] ML e MAL'10 . A ISET 10 A ),.,NW\“EDJ:N 11
[‘I L1 Hnnhrl:a]:t&]-:on‘n

Figura 3- Grafico de precipitacdo medida na cidade de Porto Velho em 2011
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