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Dirofilariasis is an important zoonosis that is the domestic dog the major host. Al-
though most animals is asymptomatic, possible laboratory abnormalities can be found.
The aim of this study was to evaluate the hematology and serum biochemistry of dogs
naturally infected with Dirofilaria immitis microfilariae, from the Algodoal Island, located
in the state of Para. Diagnosis was done by identifying microfilaria through the modified
Knott method. Out of 82 animals, 53 (64.63%) dogs were found positive and 29 (36.34%)
negative. On physical examination, all animals were asymptomatic. The main findings in
hematology were normocytic normochromic anemia, thrombocytopenia, lymphocytosis
and basophilia. In the serum biochemistry, only urea values were above normal levels. It
was not possible to identify findings that are pathognomonic of infection in dogs. How-
ever, laboratory evaluations should still be considered for diagnosis and treatment.
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RESUMO. A dirofilariose ¢ uma importante zo-  assintomaticos, possiveis alteracdes laboratoriais

onose que tem no cdo doméstico o seu principal  podem ser encontradas. O objetivo do trabalho foi
hospedeiro. Apesar da maioria dos animais serem  avaliar o perfil hematoloégico e bioquimico de caes
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naturalmente infectados por Dirofilaria immitis da
localidade da Ilha de Algodoal, Para. O diagnosti-
co baseou-se na identificacdo das microfilarias pela
técnica de Knott modificada. Dentre os 82 animais
avaliados, 53 (64,63%) foram encontrados positivos
e 29 (36,34%) negativos. No exame fisico, todos os
animais apresentaram assintomaticos. Os principais
achados na hematologia foram anemia normociti-
ca normocrdmica, trombocitopenia, linfocitose e
basofilia. Na bioquimica sérica apenas os valores
de ureia estavam acima dos niveis de normalidade.
Nao foi possivel identificar achados caracteristicos
da infec¢do nos exames dos cdes. Entretanto, ava-
liacdes laboratoriais devem ser levadas em conside-
racdo para o diagndstico e tratamento.

PALAVRAS-CHAVE. Dirofilariose, cées, hematologia, bio-
quimica sérica.

INTRODUCAO

A dirofilariose, conhecida como doenga do ver-
me do coracdo, ¢ uma zoonose reemergente causada
pelo helminto Dirofilaria immitis (Silva & Lango-
ni 2009), que pode ser transmitida por mais de 70
espécies de mosquitos dos géneros Aedes, Anophe-
les e Culex (Ahid & Lourengo-de-Oliveira 1999).
Apresenta ampla distribui¢do geografica com rela-
tos na Africa, Europa, Asia, América do Norte e do
Sul. A doenca ¢ considerada endémica no Brasil,
com elevada prevaléncia de cdes microfilarémicos
(Silva & Langoni 2009).

Os cdes sdo 0s animais com maior ocorréncia e
considerados os reservatorios da doenga. Porém,
outros mamiferos, tais como felinos e raposas po-
dem ser acometidos (McCall et al. 2008, Silva &
Langoni 2009), sendo descrito ainda em focas, ca-
valos, ursos e lontras (Mar et al. 2002). Larvas de
D. immitis podem, eventualmente, ser encontradas
em seres humanos, principalmente nos pulmoes,
podendo ser encontrada ainda no tecido subcutaneo
e no globo ocular (Otranto et al. 2011). Nos caes,
os parasitos adultos localizam-se preferencialmente
na artéria pulmonar e em menor niumero no ventri-
culo direito podendo ser encontrado ainda no saco
pericardio e bronquios (Sevimli et al. 2007) ou em
articulagdes (Hodges & Rishniw 2008).

A maioria dos animais sdo assintomaticos, en-
tretanto, a doenga pode afetar diversos orgaos, in-
cluindo o coragdo, os pulmdes, figado e rins (Paes-
-de-Almeida et al. 2003, Hodges & Rishniw 2008),
estando o estado clinico relacionado a localizagao,
nimero de adultos presentes e a resposta de cada

animal a infec¢@o (Venco et al. 2005, Sevimli et al.
2007). Ja nos animais que apresentem sinais clini-
cos, destacam-se a insuficiéncia cardiorrespiratoria
(Sevimli et al. 2007, Bowman & Atkins 2009), a
doenga renal causada por glomerulonefrite, devido
a formacao e deposi¢cdo de imunocomplexos (Hock
& Strickland 2008, Pasca et al. 2012), e lesao he-
patica por consequéncia da insuficiéncia cardiaca
direita ou pelas toxinas liberadas pelos parasitas
(Niwetpathomwat et al. 2007, Pasca et al. 2012).

O diagnostico da doenga ¢ realizado a partir de
testes imunoenzimaticos, provas moleculares ou na
demonstragdo das microfilarias na circulagdo, tais
como o esfregaco sanguineo, teste de Knott, ou gota
espessa (Furtado et al. 2009, Silva & Langoni 2009,
Magnis et al. 2013), sendo a técnica de Knott mo-
dificada a de maior sensibilidade (Silva & Langoni
2009). Muita atengao deve ser dada para a identi-
ficacdo da morfologia das microfilarias, evitando
erros no diagndstico, principalmente para Acantho-
cheilonema reconditum (American Heartworm So-
ciety 2013, Magnis et al. 2013).

A American Heartworm Society (2013) infor-
ma sobre o aumento na ocorréncia da doenga em
diversas partes do mundo. Alteragdes laboratoriais
auxiliam o clinico veterindrio quanto a gravidade
da doenga, possibilitando escolher a melhor condu-
ta terapéutica para o animal. O objetivo do estudo
foi avaliar as principais alteragdes hematoldgicas e
bioquimicas séricas de caes naturalmente infecta-
dos com microfildrias de D. immitis.

MATERIAL E METODOS

Localizacao do estudo

O estudo foi desenvolvido na Ilha de Algodoal (S 00°36°09
e W 47°35’11”"), também chamada de ilha de Maiandeua, ba-
nhada pelo Oceano Atlantico, distante aproximadamente 170
Km de Belém, Para, Brasil. O acesso a ilha ¢ feito exclusiva-
mente através de barcos de pequeno e médio porte, partindo
do continente, com dura¢do média de 50 minutos.

A regido apresenta vegetacdo de mangue e restinga, com
indice pluviométrico médio de 3000 mm ao ano, com umidade
relativa média de 80%, e temperatura elevada durante todo
ano, proporcionando um ambiente ideal para proliferacdo de
mosquitos.

Delineamento experimental

Foram utilizados 82 cédes, machos e fémeas, escolhidos
aleatoriamente, com idade superior a um ano. Foram exclu-
idos animais que utilizavam qualquer medicagdo durante os
60 dias que antecederam o estudo. Foram coletadas amos-
tras de sangue, com volume de 20 ml por animal, divididos
em dois tubos com EDTA e dois tubos sem anticoagulante,
através da venopungdo cefalica, utilizando agulhas do tipo
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“vacutainer”, para o diagnostico da doenga e avaliacdo la-
boratorial.

O estudo foi realizado de acordo com a lei brasileira e com
os respeito aos principios éticos, tendo sido aprovado pelo
Comité de Etica e Experimentagio Animal da Fundagio de
Apoio a Pesquisa Cientifica e Tecnologica da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

Exame fisico

Antes da coleta do material sanguineo, todos os caninos
passaram por exame fisico. Através de contengdo fisica, na
presenca do proprietario e de forma a causar o minimo estres-
se possivel, verificou-se parametros de temperatura retal, tem-
po de preenchimento capilar, colora¢do de mucosas, condigdo
corporal, atitude, condigao de hidratacdo, linfonodos, ausculta
cardiaca ¢ pulmonar, frequéncia cardiaca e respiratoria, palpa-
¢do abdominal e pélvica.

Diagnéstico parasitologico

O diagnostico parasitoldgico foi realizado no Laboratério
de Parasitologia da Universidade Federal do Pard, utilizando
a prova de Knott. Foi utilizado 1,0 ml de sangue adicionado
de 9,0 ml de formalina a 2% em tubos Falcon, centrifugando o
material a 1000 RPM, durante 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e do sedimento utilizou-se uma gota juntando-se
ao azul de metileno e em seguida examinou-se a0 microscopio
com aumento de 1000X para observar caracteristicas morfo-
logicas das microfilarias. As microfilarias encontradas foram
identificadas e classificadas de acordo com as caracteristicas
descritas por Borcham & Atwell (1988) e Furtado et al. (2009).

Processamento das amostras

Hemograma. O hemograma foi realizado pelo Analisador
Hematoldgico Veterinario BC - 2800 Vet (Mindray®) de forma
automatizada, com a obtencdo da hematimetria, leucometria
global, hemoglobinometria e plaquetometria. A contagem do
diferencial de leucocitos foi realizada em lamina de esfrega-
¢o de sangue total corado pelo Pandtico Rapido® (coloragdo
hematoldgica instantanea) ¢ avaliada em microscopio Optico
pela metodologia descrita por Jain (1993). Os resultados do
hemograma foram avaliados de acordo com os valores de re-
feréncia descritos por Meyer & Harvey (1998).

Bioquimica. A dosagem da proteina plasmatica total foi
determinada através do método de refratometria. Para o exa-
me de outros pardmetros bioquimicos foi utilizado o Anali-
sador Automatico A15® da Biosystems®. Nos exames foram
avaliadas as atividades séricas das enzimas Alanina Amino-
transferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Fosfa-
tase alcalina (FA) e gama-glutamil-transferase (GGT), além
da concentracdo sérica de Creatinina e Ureia. Com excecdo
da creatinina, onde a analise foi obtida pelo método colorime-
tro, a analise da atividade dos outros parametros foi através da
avaliagdo pelo método cinético. Os resultados desses analitos
foram avaliados com os valores de referéncias descrito por
Kaneko et al. (2008).

Analise estatistica. Na analise estatistica dos valores he-
matimétricos e bioquimicos, estes foram analisados quanto a
sua distribuicdo (normal ou ndo) pelo teste de Shapiro Wilk.
Considerou-se para os dados que tivessem distribuicdo nor-
mal, o valor de p deveria ser >0,05. Caso o valor de p fosse

< 0,05 a distribui¢do dos dados seria considerada ndo normal.
Para dados com distribui¢do normal o método empregado foi
o Teste T para duas amostras independentes. Optou-se pela
realizagdo do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
duas amostras independentes, no caso de dados com distribui-
¢do ndo normal. Os pardmetros hematologicos e bioquimicos
dos animais positivos para microfilaremia por D. immitis fo-
ram comparados com os pardmetros dos animais negativos. A
analise foi efetuada pelo programa estatistico computacional
Bioestat 5.3 (Ayres et al. 2007).

RESULTADOS

Das 82 amostras de sangue coletadas, 53 ani-
mais (64,63 %) foram diagnosticados com D.
immitis através de microfilaremia e 29 animais
(35,36 %) foram considerados amicrofilarémicos.
Este grupo de animais microfilarémicos esta dis-
tribuido em idade e faixa etdria de acordo com a
Tabela 1.

A andlise estatistica para a probabilidade de sexo
e faixa etaria estar influenciando na infecg¢do por
microfilarias demonstrou que ndo ha fator predispo-
nente para estes fatores (p=>0,05). Os resultados da
média dos exames hematologicos estdo descritos na
(Tabela 2). Os animais de ambos os grupos apresen-
taram anemia normocitica normocromica, eosinofi-
lia e linfocitose, porém suas médias ndo diferiram
significativamente (»p>0,05).

Discreta trombocitopenia e basofilia foram ob-
servadas apenas nos animais com a presenca de
microfilarias de D. immitis. A média dos valores
dos leucocitos e dos bastdes estava aumentada no
grupo sem a presenga das microfilarias, caracteri-
zando leucocitose com discreto desvio a esquerda.
Nao foram observadas diferencas significativas
entre as médias dos diferentes grupos experimen-
tais.

Os resultados médios dos valores bioquimicos
estdo descritos na (Tabela 3). Os valores médios de
uréia nos animais com microfilaremia estavam aci-
ma da normalidade e foram maiores que os valores
observados no grupo isento de microfilarias, en-
tretanto, ndo apresentaram diferenga significativa.
Os demais valores bioquimicos estudados estavam
dentro da faixa de normalidade.

Tabela 1. Distribuicdo em idade e faixa etaria de caes infectados
por Dirofilaria immitis provenientes da llha de Algodoal, Para.

Distribuigao sexo/ Animais Positivos (n=53)

idade 0 a3anos 3a7anos Mais de 7 anos
(n=17) (n=18) (n=18)

Macho (n=28) 8 (15%) 11 (21%) 9 (17%)

Fémea (n=25) 9 (17%) 7 (13%) 9 (17%)
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Tabela 2. Perfil hematolégico de caes nao infectados e infectados por Dirofilaria immitis provenientes da llha de

Algodoal, Para.

Parametros Hematoldgicos Animais Positivos (n=53)

Animais Negativos (n=29) Valores de Referéncia’

Média? +DP? Intervalo Média +DP Intervalo Minimo Maximo
Hemacias (x108/uL) 4,392 +0,90 2,48-6,5 4,772 +1,31 1,74 - 6,92 55 - 8,5
Hemoglobina (g/dL) 10,342 +2,37 58-16,2 11,362 +3,50 4-18 12 - 18
Hematocrito (%) 32,112 16,72 19-46,9 35,742 +10,96 13,6-64,5 37 - 55
VGM (fL) 73,812 14,97 59,4-81,9 73,192 +10,32 22,7-80,8 60 - 77
CHGM (%) 31,872 +1,54 29,2-37,6 31,54a 2,07 26,7 - 35 32 - 36
Plaquetas (x10%/uL) 190,832 +125,11 13 - 667 256,832 +£182,49 32-795 200 - 500
Leucdcitos (x10%/uL) 16305,55* +6166,78 88-39500 18664,297 +7735,45 7700-46200 6000 - 17000
Bastoes (x10%/uL) 223,892 +250,93 0-894 319,832  +440,59 0-1368 0 - 300
Segmentados (x10%/uL) 8545,337  +15812,09 11,46 - 11903 10561,64@ +6879,82 2652 - 34650 3000 - 11500
Eosindfilos (x10%/uL) 2047,158  £1930,58 130-7636 1968,61° +3209,25 0- 13500 100 - 1250
Linfocitos (x10%/uL) 4993,742  +2799,14 5,89-12369 5303,46% +2991,01 1424 - 14579 1000 - 4800
Monécitos (x103%/uL) 377,482 +332,28 0-1470 493,32¢  +550,94 0-1912 150 - 1350
Basofilos (x10%/uL) 3,432 +25,17 0-185 02 0 0-0 Raros

"Meyer & Harvey (1998); 2Média aritmética; *Desvio Padréo; 2Letras iguais entre médias da mesma linha néo diferem significativa-

mente entre si (p>0,05).

Tabela 3. Perfil bioquimico de cées nio infectados e infectados por Dirofilaria immitis provenientes

da Ilha de Algodoal, Para.

Parametros Bioquimicos  Animais Positivos (n=53)

Animais Negativos (n=29) Valores de Referéncia’

Média?> +DP?® Intervalo Meédia** +DP Intervalo Minimo Maximo
Ureia (mg/dL) 34,53* +26,34 6-168 25,500 +1,31 4-90 10 - 28
Creatinina (mg/dL) 0,952 0,27 0,6-2,2 0,862 +3,50 06-14 0,5 - 1,5
Fosfatase Alcalina (U/L) 35,512 +35,06 7 -209 78,38° +10,96 11 - 991 20 - 156
ALT (U/L) 33,922 +16,68 16-90 37,28* +10,32 1-444 21 - 102
AST (U/L) 29,29 +9,24 17 -61 37,67° 2,07 13-132 23 - 66

'Kaneko et al. (2008); 2Média aritmética; *Desvio Padrdo; °Letras iguais entre médias da mesma linha ndo

diferem significativamente entre si (p>0,05).

DISCUSSAO

A dirofilariose ¢ uma antropozoonose emergente
que acomete principalmente os caes. A prevaléncia
e a distribuicdo geografica tem sido reportadas em
diversos paises (Reifur et al. 2004), onde as maio-
res prevaléncias tem sido registrado em regides de
clima quente e alta umidade como foi o caso do
presente trabalho, onde mais da metade dos animais
examinados estavam positivos.

Em um estudo epidemioldgico realizado por
Souza et al. (1997), no municipio de Belém do Par4,
a prevaléncia foi de aproximadamente de 10%, bem
inferior ao encontrado no presente estudo que foi
de 64,63% de animais positivos. Os resultados ob-
tidos foram similares aos descritos por Garcez et al.
(2006) na Ilha do Marajo, onde foi relatada a ocor-
réncia de 53,5% da infeccao nos cades examinados.
No mesmo estudo, os autores ndo observaram dife-
renga no que se refere ao sexo dos animais, estando
todos expostos a doenga, o que também foi obser-
vado no trabalho. Entretanto, ao avaliar a idade dos
animais, houve diferenca nos dados, uma vez que
no presente estudo, animais de diferentes idades
ndo apresentaram diferenga significativa, o o que
difere do trabalho de Garcez et al. (2006), que re-

lataram maior ocorréncia em animais acima de seis
anos de idade.

A maior ocorréncia da infecgdo, segundo Cirio
(2005), esta em areas costeiras de paises tropicais
e subtropicais que possuem clima muito tmido,
temperatura alta e alto indice pluviométrico. A ilha
de Algodoal possui todas as caracteristicas citadas
por Cirio (2005) sendo portando um local ideal para
estabelecimento da doenga na regido. O trafego de
animais que ocorre na regido, por se tratar de um
local turistico, pode desencadear um foco de trans-
missdo da doenca para outras regioes. Ressalta-se
ainda que, devido ao elevado potencial zoonotico,
demonstre a importancia de estudos para investiga-
c¢ao de infec¢des na populacdo local.

Segundo a American Heartworm Society (2012),
a sintomatologia clinica geralmente esta relaciona-
da ao tempo de curso da infec¢do e pode variar de
raros sinais clinicos, detectados na fase aguda da
infeccdo, a doenga clinica severa, com presenca de
dispnéia, intolerancia a exercicios, ascite, sincope
e morte. Em virtude da localizacdo dos parasitos
adultos, diversos sinais clinicos desencadeados pela
insuficiéncia cardiaca e posteriormente lesdes hepa-
ticas (Pasca et al. 2012), ou em virtude da formagao
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de imunocomplexos, levar ao quadro de glomeru-
lonefrite e posteriormente, doenca renal (Paes-de-
-Almeida et al. 2003).

Nenhum animal do presente estudo, de ambos
0s grupos, apresentou qualquer sinal clinico no mo-
mento do exame fisico, estando todos os pardmetros
fisiologicos dentro da normalidade, independente
da idade dos animais.

No estudo realizado, os valores hematologicos
médios na quantidade de hemadcias, hemoglobina
e valor de hematocrito, de ambos os grupos, esta-
vam abaixo da normalidade, caracterizando quadro
de anemia normocitica normocrémica, com quadro
mais grave nos animais com microfilarias. Esses re-
sultados foram os mesmos descritos por Atwell &
Buoro (1983), Niwetpathomwat et al. (2007), Sevi-
mli et al. (2007) e Ranjbar-Bahadori et al. (2010).
Entretanto, ndo foram encontradas no presente tra-
balho diferengas significativas entre os grupos com
e sem microfilarias.

Os resultados observados pela contagem de pla-
quetas corroboram com os trabalhos desenvolvidos
por Niwetpathomwat et al. (2007) uma vez que os
animais microfilarémicos apresentaram tromboci-
topenia, possivelmente devido a destrui¢do imuno-
mediada das plaquetas. No presente estudo, dada
a quantidade de microfilarias encontradas nos ani-
mais, sugere-se que a vasculite, em virtude da inten-
sa atividade das microfilarias nos vasos sanguineos
possa ter contribuido para essa alteragao.

O valor médio encontrado no niimero de eosind-
filos estava acima dos valores de normalidade em
ambos os grupos. Esse achado corrobora com os
resultados divulgados por Ranjbar-Bahadori et al.
(2010), que encontraram eosinofilia, sem diferenga
significativa entre os grupos. Niwetpathomwat et al.
(2007) s6 relataram eosinofilia nos animais em que
foi verificada a presenca das microfilarias na circu-
lagdo, pois animais diagnosticados como positivos
através da deteccdo de antigenos ndo foi verificada
essa alteracdo. Ja Sevimli et al. (2007) nao identi-
ficaram eosinofilia nos animais estudados. Outra
alteracdo hematologica observada no estudo foi a
presenca de linfocitose, notadas em ambos os gru-
pos experimentais, possivelmente decorrente da ex-
citagdo no momento da coleta, pois 0os animais em
experimentacdo nunca foram contidos para coleta
de sangue.

Basofilia é uma altera¢ao incomum na medicina
veterindria de pequenos animais, estando relacio-
nada a presenga de parasitismo, principalmente em

virtude da infeccao por D. immitis (Thrall, 2006).
Em nosso estudo, apenas o grupo com a presenca
de microfilarias foi verificada essa alteragao hema-
tologica, o que difere dos outros estudos, onde nao
foi observada essa alteragao.

Niwetpathomwat et al. (2007) relataram aumento
na concentracao de ureia, creatinina ¢ fosfatase al-
calina. No presente estudo, a concentragao de ureia
estava acima da normalidade de acordo com os va-
lores de referéncia do laboratorio, enquanto os valo-
res de creatinina e fosfatase alcalina encontraram-se
dentro da normalidade, em ambos os grupos. Os va-
lores bioquimicos estudados foram os mesmos ob-
servados por Ranjbar-Bahadori et al. (2010), com
exce¢do da ureia que estava dentro da normalidade
e valor de AST aumentado nos animais infectados
por D. immitis.

Os resultados também corroboram com os dados
relatados por Sevimli et al. (2007) em que a unica
alteracdo nos exames bioquimicos, observada em
todos os animais com dirofilariose, foi o aumento
da ureia, entretanto, naquele estudo, foram realiza-
dos exames apenas em quatro animais.

O aumento na fosfatase alcalina nos animais
pode estar relacionado a lesdo hepatica e lesao aos
ductos biliares e ja foi relatado seu aumento nos ca-
sos de dirofilariose (Niwetpathomwat et al. 2007,
Sevimli et al. 2007, Tabrizi 2012). No presente estu-
do, os valores de fosfatase alcalina estiveram dentro
da normalidade. Ainda vale ressaltar que diferencas
nos valores hematoldgicos e bioquimicos podem
ser observadas, inclusive dentro de populacdes de
animais saudaveis, em virtude do tipo de alimenta-
¢do, manejo, estado emocional (Thrall 2006).

Lesoes glomerulares foram descritas por Paes-
-de-Almeida et al. (2003) em animais com D. im-
mitis. Entretanto, para evidenciar aumento na con-
centracdo de creatinina sérica uma grave lesao renal
deve estar presente. Assim, este trabalho corrobora
com os trabalhos descritos por Sevimli et al. (2007)
e Ranjbar-Bahadori et al. (2010), quando ndo foram
observados aumentos na creatinina, diferentemente
dos resultados de Niwetpathomwat et al. (2007) que
mesmo em animais assintomaticos, encontrou au-
mento na concentragdo da creatinina, principalmen-
te no grupo em que foi diagnosticado a presenga das
microfilarias de D. immitis.

CONCLUSAO

Devido ao ambiente propicio para a proliferagao
de mosquitos e ao elevado niimero de cdes semi-
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-domiciliados, a I1ha de Algodoal apresentou eleva-
da ocorréncia de dirofilariose canina (53/82), ofere-
cendo elevado risco de infecg¢do para cdes levados
por seus proprietarios para temporadas de passeio
ou férias, sendo ainda uma fonte de infec¢do para
humanos.

As alteragdes laboratoriais encontradas no traba-
lho ndo foram sugestivas para animais com dirofila-
riose, mas devem ser levadas em consideracdo para
o diagnostico, prognostico e tratamento.
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