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RESUMO

Acanthocheilonema reconditum (sin. Dipetalonema reconditum) € um nematédeo
filarideo transmitido por artropodes (pulgas, piolhos e carrapatos), que parasita
principalmente o tecido subcutaneo e gordura perirrenal de canideos. Apresenta
distribuicdo mundial, e héa relatos de infeccdo em outras espécies, incluindo o ser
humano. E considerando um parasito pouco patogénico para os cdes, sendo sua
maior importancia relacionada a interferéncia no diagnéstico de Dirofilaria immitis,
outro filarideo, mais patogénico e de grande impacto a saude canina. Nao ha estudos
indicando a presencga de D. immitis na cidade de Lages, Santa Catarina, e regiao do
Planalto Serrano, porém, diferentes laboratérios da regido indicaram a presenca de
microfilarias em amostras de sangue de céaes, solicitando auxilio a equipe do LAPAR-
CAV-UDESC na identificacdo do agente. A avaliacdo morfoldégica dos espécimes
indicou compatibilidade com larvas de A. reconditum. Sendo assim, o objetivo do
presente trabalho foi determinar a prevaléncia da infeccéo de A. reconditum em cées
no municipio de Lages, SC, Brasil Para isso, foram coletadas e avaliadas 444
amostras sanguineas de cées provenientes de diferentes bairros deste municipio.
Destes, foram detectados e coletados ectoparasitos de 158 animais. Estas amostras
foram analisadas por meio de esfregaco sanguineo corados com kit panético rapido e
teste de Knott modificado, para avaliar a presenca e a morfologia das microfilarias. A
prevaléncia encontrada da infeccdo por A. reconditum nos cées de Lages foi de 22%
(98/444), de acordo com os resultados do teste de Knott modificado, ndo encontrando
nenhum outro filarideo nas amostras avaliadas. O teste de esfregaco sanguineo
indicou positividade de 4,3% (19/444) animais, confirmando sua menor sensibilidade.
Todos os animais positivos no esfregaco sanguineo foram positivos no teste de Knott
modificado. Dentre os ectoparasitos coletados, a ordem Siphonaptera teve maior
ocorréncia, presente em 93,0% dos 158 animais no qual foram coletados
ectoparasitos. Houve associacdo entre a presenca de Pulex irritans (p=0,008) e
animais positivos para a infec¢do por A. reconditum, enfatizando a importancia da
continuidade desta investigacdo, dado o risco de transmissdo zoondtica deste

filarideo, e a alta prevaléncia da infec¢éo canina no municipio.

Palavras-chave: Saude Unica; Diagnéstico Veterinario; Filariose.
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ABSTRACT

Acanthocheilonema reconditum (syn. Dipetalonema reconditum) is a filarial nematode
transmitted by arthropods (fleas, lice, and ticks) that primarily parasitizes the
subcutaneous tissue and perirenal fat of canids. It has a worldwide distribution, and
there are reports of infection in other species, including humans. It is considered a
minimally pathogenic parasite for dogs, with its main importance being related to
interference in the diagnosis of Dirofilaria immitis, another more pathogenic filarial
nematode with significant impact on canine health. There are no studies indicating the
presence of D. immitis in the city of Lages, Santa Catarina, and the Serrano Plateau
region. However, different laboratories in the region have reported the presence of
microfilariae in blood samples from dogs, requesting assistance from the LAPAR-CAV-
UDESC team for agent identification. Morphological evaluation of the specimens
indicated compatibility with A. reconditum larvae. Therefore, the objective of this study
was to determine the prevalence of A. reconditum infection in dogs in the municipality
of Lages, SC, Brazil. To achieve this, 444 blood samples were collected and evaluated
from dogs in different neighborhoods of this municipality. Ectoparasites were detected
and collected from 158 animals. These samples were analyzed through blood smear
staining with a rapid Panoptic kit and modified Knott's test to evaluate the presence
and morphology of microfilariae. The prevalence of A. reconditum infection in dogs in
Lages was found to be 22% (98/444) according to the modified Knott's test results,
with no other filarial nematodes found in the evaluated samples. The blood smear test
indicated a positivity of 4.3% (19/444) animals, confirming its lower sensitivity. All
animals positive in the blood smear test were also positive in the modified Knott's test.
Among the collected ectoparasites, the order Siphonaptera had the highest
occurrence, present in 93.0% of the 158 animals from which ectoparasites were
collected. There was an association between the presence of Pulex irritans (p=0.008)
and animals positive for A. reconditum infection, emphasizing the importance of
continuing this investigation given the zoonotic transmission risk of this filarial

nematode and the high prevalence of canine infection in the municipality.

Keywords: One Health; Veterinary Diagnosis; Filariasis.
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INTRODUCAO

As filarioses séo infeccbes causadas por helmintos que afetam animais e
seres humanos, estdo presentes em diferentes regiées geograficas do mundo e
sdo caracterizadas pela liberagdo de microfilarias na corrente sanguinea do
hospedeiro definitivo (HD) durante parte do seu ciclo (PATTON; FAULKNER,
1992). Além de sua relevancia nos animais domeésticos, casos em humanos
também foram relatados na literatura (HUYNH; THEAN; MAINI, 2001; JOHN et
al., 2012). A transmisséo dessas enfermidades para outros animais e humanos
ocorre por meio de vetores hematdfagos, dentre eles mosquitos, pulgas,
carrapatos e piolhos (LOPEZ et al., 2012).

No Brasil ja foram relatadas as espécies de nematodeos filarideos como
Acanthocheilonema reconditum, Cercopithifilaria bainae e Dirofilaria immitis em
canideos domésticos e silvestres, no entanto, A. reconditum e D. immitis séo
possivelmente as espécies de maior ocorréncia no pais (GENCHI; KRAMER,
2020). A. reconditum € um dos filarideos mais frequentes em cées, sendo
importante a sua distingdo de outras espécies mais patogénicas, como D.
immitis, visto que erros no diagnéstico podem induzir a tratamentos inadequados
(LABARTHE et al., 2014; RAMOS et al., 2016).

No Brasil, o percentual de cdes com a presenca de microfilarias e/ou a
forma adulta de A. reconditum é subestimado, principalmente devido a escassez
de dados na literatura, assim como a pouca evidenciacao da infec¢éo do parasito
em cées, por parte dos profissionais médicos veterinarios (LEITE et al., 2012).
Estudos relacionados a infeccao por A. reconditum no estado de Santa Catarina
(SC) também séo poucos e limitados a regido litoranea do Estado, que pode
estar correlacionado com as areas de maior ocorréncia da infecgcéo por D. immitis
(SOUZA; LARSSON, 2001).

N&o hé relato da infeccdo por A. reconditum em c@es no municipio de
Lages — SC e Planalto Serrano Catarinense. Contudo, amostras de caes
microfilarémicos ja foram observadas no Laboratorio de Parasitologia e Doencas
Parasitarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (LAPAR - UDESC).

Portanto, investigar a ocorréncia de A. reconditum em caes na cidade de Lages

N
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- SC, diferenciando esse helminto de outras espécies de filarideos, auxiliar4 nos

diagnosticos assertivos realizados na regido.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 FILARIOSES

Filariose é o termo usado para descrever a presenca da infeccdo por
nematddeos filarideos, doenca parasitaria que afeta diversas espécies (SIMON
et al., 2012). Para completar seu ciclo biologico, dependem de um vetor
artropode hematéfago como hospedeiro intermediario (HI) (TORRES;
FIGUEREDO, 2007).

A. reconditum, C. bainae e D. immitis sdo nematddeos filarideos ja
registrados em canideos domésticos e silvestres no Brasil (VICENTE et al.,
1997) isoladamente ou na forma de coinfeccdo (LABARTHE et al., 2014). Mesmo
com o registro dessas variedades de espécies, como em outras regides do
mundo, as espécies A. reconditum e D. immitis sdo as mais prevalentes no pais
(CIMPAN et al., 2022; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2020; LABARTHE et al.,
2014; RAMOS et al., 2016).

1.2 CLASSIFICACAO E CICLO BIOLOGICO

A. reconditum, (sin. Dipetalonema reconditum) pertence a classe
Nematoda, ordem Spirurida, superfamilia Filarioidea, familia Onchocercidae,
subfamilia Onchocercinae, género Acanthocheilonema (MONTEIRO, 2011). A
familia Onchocercidae, é caracterizada por liberar microfilarias na corrente
sanguinea do hospedeiro definitivo (HD), durante seu ciclo (MC CALL et al.,
2008).

Ao contrario de outras microfilarias, que tém mosquitos (por exemplo, D.
immitis e D. repens) e carrapatos (por exemplo, Cercopithifilaria spp.) como
hospedeiros intermediarios (HI) (NELSON, 1962; NEWTON; WRIGHT, 1956), A.
reconditum realiza parte de seu ciclo em algumas espécies de pulgas
(Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis, Pulex irritans e Echidnophaga
gallinacea) e piolhos (Linognathus setosus e Heterodoxus spiniger) (OTRANTO
et al.,, 2013). Os HI séo infectados pelas microfilarias (L1) de A. reconditum,
presentes nos vasos sanguineos superficiais, ingeridas no momento do repasto

sanguineo em um HD parasitado.

N
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Como ilustrado no ciclo de A. reconditum (Figura 1), no HI (pulgas e
piolhos), as fases larvais se desenvolvem até a fase infectante L3, em um
intervalo de 7 a 14 dias, e posteriormente, em um novo repasto sanguineo por
aguele HI infectado, acontece a inoculagcédo destas L3 nos HDs (LEITE et al.,
2012). ApGs a inoculacdo das L3, estas migram para o tecido subcutaneo e
continuam o ciclo até as formas adultas do parasito, em periodo de dois a trés
meses. Quando alcancam a maturidade sexual, machos e fémeas de A.
reconditum (filarias) copulam, e as fémeas fecundadas liberam microfilarias na
corrente sanguinea, dando continuidade ao ciclo (FARNELL; FAULKNER, 1978;
LINDEMANN; EVANS; MCCALL, 1984). Quando adulto, A. reconditum &
encontrado principalmente no tecido subcutaneo, embora ja tenha sido
encontrado, em menor frequéncia, na gordura perirrenal e cavidade peritoneal
dos HD (BRIANTI et al., 2012; NELSON, 1962; OTRANTO et al., 2013).

Figura 1 — Representacgédo do ciclo bioldgico de Acanthocheilonema reconditum.

Fonte: Prépria autora, 2024

N
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1.3 DIROFILARIOSE

Dada a importancia da dirofilariose para a saldde canina, e sua relacéo
direta com o diagnostico de acanthocheilonemose (sin. dipetalonemose), seréo
apresentadas informacdes basicas sobre esta parasitose.

D. immitis é outro nematddeo filarideo que tem cdes e gatos como
principal HD, e humanos, equinos e primatas como hospedeiros acidentais. Este
parasito é transmitido, principalmente, por mosquitos dos géneros Aedes, Culex
e Anopheles (MC CALL et al., 2008). Dirofilariose € o nome dado a doenca
causada pela infeccdo por D. immitis, helminto popularmente conhecido como
“verme do coracao”, devido a ocorréncia de alteracdes cardiacas em ventriculo
direito, sitio de localizacdo dos filarideos adultos, podendo causar quadros
clinicos graves no animal parasitado (PAMPIGLIONE; CANESTRI TROTTI;
RIVASI, 1995).

Os sinais clinicos da dirofilariose canina, quando presentes, decorrem do
comprometimento circulatério causado pelos helmintos, gerando quadro de
insuficiéncia cardiaca congestiva e aumento do volume do ventriculo afetado,
com sinais mais frequentemente detectados de tosse seca crbnica, dispneia,
intolerancia ao exercicio e perda de peso (MCCALL et al., 2004).

Em humanos, a infec¢do por D. immitis pode comprometer o parénquima
pulmonar, devido ao parasito ndo completar seu ciclo nesse hospedeiro, sendo
que as formas imaturas do filarideo morrem nos ramos das artérias pulmonares,
formando lesfes locais, que podem ser diagnosticados radiograficamente como
tumores primarios ou metastases (DURAN-STRUUCK; JOST; HERNANDEZ,
2005).

14 DISTRIBUIQAO GEOGRAFICA DE ACANTHOCHEILONEMA
RECONDITUM
A. reconditum esta distribuido mundialmente, em diversas regifes, como
na Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, Africa do Sul, América do Sul e
Oceania (KORKEJIAN; EDESON, 1978; MAZZOTTI; CHABAUD, 1962;
MINNAAR; KRECEK, 2001). Pode ser encontrado isoladamente ou em

associacdo com outras espécies de microfilarias (LABARTHE et al., 2014).

N
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No Brasil, ha relatos de prevaléncia da infec¢édo de cées por A. reconditum
em diferentes cidades, como apresentado no Quadro 1. Entretanto, tais estudos
S0 escassos e, no Estado de Santa Catarina, estéo limitados a regiao litoranea,
possivelmente pela associagdo com as areas de maior prevaléncia da
dirofilariose canina (SOUZA; LARSSON, 2001).

Quadro 1 — Estudos de prevaléncia da infeccdo por Acanthocheilonema reconditum em cées

de diferentes regides do Brasil.

Local Prevaléncia | Técnica diagndstica Referéncia

Macei6é — AL 1,30% (11/858) Knott modificado (BRITO et al., 2001)

(PEROBA; SPERANDIO;

Espirito Santo 15,27% (11/72) Knott modificado
MARTINS, 2022)

Cuiab4d — MT 0,60% (3/500) Knott modificado (FERNANDES et al., 1999)
Guaratuba — PR | 7,10% (30/422) Knott modificado (LEITE et al., 2012)
Itajai — SC 4,38% (6/137) Knott modificado (LIRA et al., 2012)
Joinville - SC 5,6% (24/429) Knott modificado (KANNENBERG et al., 2019a)

Fonte: Adaptado pela autora, 2024

1.5 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

As formas adultas de A. reconditum se alojam preferencialmente no tecido
subcutdaneo (NELSON, 1962), regido perirrenal e cavidade peritoneal de
canideos (BRIANTI et al., 2012; NELSON, 1962; OTRANTO et al., 2013). A
apresentacao clinica provocada pela infeccdo do parasito pode ser desde
assintoméatica até cursar com manifestacbes cutaneas ou de tecidos moles
(LATROFA et al., 2012; PATEL et al., 2018). Recentemente, houve relato da
presenca do helminto em um nodulo sublingual de cdo, sem mais complicacdes
clinicas (COSTA et al., 2023).

Quando em grande carga parasitaria, a infeccdo por A. reconditum pode
ocasionar quadros clinicos de afeccdo cutanea, com prurido, alopecia,
ulceracdes dérmicas e formacdo de nodulos cutaneos (RANI et al.,, 2010;
TORRES; FIGUEREDO, 2007). Alteragbes clinicas como anemia hemolitica,
distarbios hepéticos e renais relacionados com a infeccdo de A. reconditum
também ja foram relatadas (HASHEM; BADAWY, 2008).

N
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1.6 PARASITOSE NO SER HUMANO

Acanthocheilonemose é uma zoonose e, embora rara, ha relatos de sua
ocorréncia em humanos. Na cidade de Victoria, na Australia, uma fémea adulta
de A. reconditum foi removida da conjuntiva ocular de um homem de 62 anos
(HUYNH; THEAN; MAINI, 2001). Na india, foram removidos 22 adultos de A.
reconditum de um homem de 74 anos, ap0s procurar ajuda médica por

inflamacé&o e aumento da conjuntiva ocular (JOHN et al., 2012).

1.7 METODOS DE DIAGNOSTICO

Além de A. reconditum, outros nematddeos filarideos liberam microfilarias
na corrente sanguinea dos hospedeiros infectados, como Dirofilaria repens e D.
immitis, sendo necesséria a diferenciacdo morfolégica das L1 para o correto
diagndstico parasitario (BRITO et al., 2001). O diagnéstico diferencial entre A.
reconditum e D. immitis em cées € de suma importancia, pois o quadro clinico
causado por D. immitis pode resultar em condi¢cdes graves e até mesmo levar a
morte dos cdes (PAMPIGLIONE; CANESTRI TROTTI; RIVASI, 1995), enquanto
a infeccdo por A. reconditum é pouco patogénica, podendo causar quadros
cutaneos transitérios no hospedeiro (LATROFA et al., 2012; PATEL et al., 2018).

As microfilarias sdo o primeiro estagio larval (L1) destes nematddeos
filarideos, que permeiam a corrente sanguinea dos HDs em parte do seu ciclo
biolégico, sendo a fase parasitaria buscada em testes diagndsticos, e que
permitem a diferenciacdo morfolégica das espécies de filarideos (KLINGE;
ROBAYO; BARRETO, 2011; SIMON et al., 2012).

O esfregaco sanguineo é considerado um teste de triagem diagndstica
simples, que permite uma primeira analise do sangue, possibilitando a
visualizacdo das microfilarias circulantes no sangue. Porém, este método de
diagnéstico é prejudicado pela eventual baixa parasitemia (SILVA; LANGONI,
2009).

Uma vez detectadas as microfilarias (L1) no sangue, deve-se tentar
realizar a identificacdo morfoldgica. O diagnostico mais utilizado para este fim é
o teste de Knott modificado por Newton e Wright (1956), que consiste na fixag&o

das L1 e hemdlise das heméacias em amostras de sangue total, com a

N
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concentragdo das eventuais microfilarias presentes, aumentando a sensibilidade
da analise e a avaliacdo morfolégica do parasito.

Esse método é utilizado para a diferenciagcdo entre espécies de
microfilarias, como D. immitis e A. reconditum por meio de analise morfométrica
das mensuragdes obtidas em comparagcédo aos dados levantados por estudos

anteriores, como 0s descritos no Quadro 2.

Quadro 2 — Morfometrias de microfilarias de Acanthocheilonema reconditum e Dirofilaria immitis
em cées, compiladas da literatura.

Acanthocheilonema S "
; Dirofilaria immitis
reconditum
Comprimento Largura Comprimento Largura Referéncias
(um) (um) (um) (um)
265+ 10,10 5,01 +£0,49 311,30 £ 9,50 5,96 + 0,15 Cringoli et al., 2001
249,2 +8,70 4,40 £ 1,20 298,10 £ 5,50 7,30 +£0,30 Brito et al., 2001
260 - 283 4,00 290 — 330 5-7 McCall et al., 2008
260 - 283 5,00 290 — 330 5-7 Lopez et al., 2012
264 + 5,47 4,63 +0,52 301,77 £ 6,29 6,30 £ 0,26 Magnis et al., 2013
274,11 + 3,56 5,01 +£0,24 305,51+7,3 5,20+ 1,79 Ciuca et al., 2016

Fonte: Adaptado pela autora, 2024

Além das mensuracbes do parasito, caracteristicas especificas da
extremidade anterior e da cauda da microfilaria auxiliam na diferenciacdo das
espécies. A. reconditum possui extremidade anterior arredondada, presenca de
um gancho cefalico e cauda em forma de “gancho”, diferentemente, D. immitis
afila delicadamente seu diametro em sentido a extremidade anterior, ndo possui
gancho cefalico e a cauda é retilinea (MAGNIS et al., 2013; TAHIR; DAVOUST;
PAROLA, 2019).

1.8 TRATAMENTO E CONTROLE

O controle da acanthocheilonemose esta fundamentado no tratamento
dos canideos infectados, utilizando-se principalmente lactonas macrociclicas, e
o controle de ectoparasitos. O tratamento da infec¢éao por A. reconditum em caes
€ recomendado para limitar a transmissao do agente a novos hospedeiros. Em
estudo com trés animais da raca Beagle, infectados naturalmente com A.

reconditum, foram aplicadas duas doses de ivermectina (0,25 mg/kg/dia), com

N
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verificacdo da auséncia do parasito em dois animais e reduc¢éo significativa de
microfilarias/mL no terceiro cdo (LINDEMANN; MCCALL, 1983).

O controle de pulgas, piolhos e carrapatos, hospedeiros intermediarios
para os filarideos, deve ser feito regularmente, aplicando produtos inseticidas
eficazes diretamente nos animais, além da desinfec¢édo do ambiente. A presenca
de animais microfilarémicos em locais com saneamento basico inadequado e a
presenca de vetores, assim como temperatura e umidade favoraveis para o seu
desenvolvimento, séo situacdes de risco para infeccao de A. reconditum (LEITE
et al., 2012). Em um estudo realizado em 2001, em Macei0, Alagoas observou-
se que a maioria dos animais infectados por A. reconditum, viviam em locais de
vulnerabilidade socioecondmica, onde havia proliferacdo de pulgas e,

consequentemente, a transmissao do filarideo (BRITO et al., 2001).

w
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OBJETIVOS

1.9 OBJETIVO GERAL
Determinar a prevaléncia da infeccdo de A. reconditum em cé&es no

municipio de Lages — SC.

1.10 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar a prevaléncia da infecgéo por A. reconditum.

« Comparar a sensibilidade entre as técnicas diagndsticas empregadas.

« Identificar as espécies de ectoparasitos em caes positivos para A. reconditum.
* Identificar fatores relacionados a infeccdo por A. reconditum em cédes no

municipio de Lages — SC.

w
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC), no dia
29 de junho de 2023, sob protocolo n° 1515260623.

1.11 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no municipio de Lages — SC (Figura 2), localizado
na mesorregido serrana. A cidade possui uma extensao territorial de 2.637,660
km2, com aproximadamente 164.881 habitantes (IBGE, 2022). O clima do
municipio é subtropical, com temperatura média de 14,3 °C, registrando
variacdes entre minima de -4 °C no inverno e maxima de 38 °C no veréo (PML,
2024). Em Lages ha ocorréncia de chuvas em todos os meses do ano, com falta
ou auséncia de estacao seca e precipitacdo média superior a 60mm no més mais
seco (CARDOSO, CELIO ORLI; ULLMANN, MARIO NESTOR; EBERHARDT).

Figura 2 - Localizagéo da cidade de Lages — SC no mapa do Estado de Santa Catarina.

Fonte: IBGE, 2022

w
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1.12 AMOSTRAGEM

O tamanho real da populacédo de cédes no municipio de Lages — SC ainda
é desconhecida. Para o célculo da amostra, foi considerada a estimativa de 58,1
milhdes de cdes no Brasil, segundo o Ultimo censo pet realizado pelo Instituto
Pet Brasil — IPB (2021), e a populacdo de 207 milhdes de pessoas de acordo
com o censo do IBGE no pais (IBGE, 2022). Com base nessas informacoes,
calcula-se que ha um cao para cada trés pessoas. Aplicando esta relacéo a
populacdo humana deste municipio, chegou-se a estimativa de 54.960 cdes em
Lages.

O célculo da amostragem foi realizado utilizando o software Epi Info™
7.2.6.0 (2023), considerando a populagéo estimada de 54.960 caes, prevaléncia
aproximada de 4,9% (KANNENBERG et al., 2019; LIRA et al., 2012), margem
de erro de 2% e intervalo de confianca de 95%, resultando em um nuamero
amostral de 444 cées.

Os animais foram selecionados aleatoriamente, de ambos 0s sexos,
idades, pesos e ragas variadas, e provenientes de diferentes bairros e regides
do municipio. Parte dos animais eram encaminhados voluntariamente pela
populacao ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Lages, ou eram animais
recolhidos/apreendidos pela equipe do 6rgéo, para procedimento de castracao
ofertado pelo programa de controle populacional de cées (n = 347). Parte dos
animais foi amostrada diretamente em suas casas (n = 97).

Antes da coleta, era preenchido o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) pelo tutor do animal. Juntamente ao TCLE (Apéndice A), era
aplicado um questionario epidemioldgico para obtencédo de informacdes gerais
(idade, sexo, bairro e historico de origem), e especificos (deslocamento para fora
do municipio, presenca e controle de ectoparasitos) (Apéndice B). Para os
animais recolhidos/apreendidos, o questionario epidemiolégico era preenchido
com os dados extraidos do boletim recebido.

Foram coletadas amostras de 4 mL de sangue das veias jugular ou
cefalica, em tubos com EDTA, acondicionadas em recipiente isotérmico
refrigerado e encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia e Doencas
Parasitarias (LAPAR-CAV-UDESC). No LAPAR, as amostras eram mantidas sob

refrigeracdo (4 °C) até o processamento, sendo um periodo maximo de 48 h.

w
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Além da coleta de sangue, a pelagem dos animais foi avaliada, para a busca de
ectoparasitos que, quando presentes, eram coletados e acondicionados em
microtubos de 1,5 mL com alcool 70%, para posterior identificacdo morfolégica

baseada em chaves dicotbmicas e pictoricas.

1.13 TESTES DIAGNOSTICOS
1.13.1 Esfregaco Sanguineo

Os esfregacos sanguineos foram realizados utilizando 20 pL de sangue
total em lamina de vidro, e extensora de acrilico, seguidas de coloracao
utilizando kit panéptico (Panédtico Rapido, Laborclin), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. ApGs secagem em temperatura ambiente, as
laminas foram analisadas sob microscopio éptico (Primo Star 1, Zeiss), utilizando
magnificacdo de 100x para observacdo de microfilarias, e confirmagdo com

aumento de 400x.

1.13.2 Teste de Knott Modificado e Avaliagcdo Morfométrica

Para a realizacdo da identificacdo e avaliacdo morfométrica das
microfilarias foi utilizado o teste de Knott modificado (TKM), em até 48 horas
apos a coleta das amostras de sangue total com EDTA. Em um tubo cénico de
centrifugacédo de 15 mL, eram adicionados 9 mL de formalina 2% e 1 mL da
amostra de sangue total com EDTA. O conteudo era homogeneizado por
eversdo do tubo durante 3 min, para auxilio da hemdlise efetiva das heméacias e
fixacdo das microfilarias. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1.500
rom (465 x g), por 5 min, (centrifuga KC8, Kindly). Ap6s centrifugacao, todo o
sobrenadante era removido com uma pipeta de Pasteur descartavel para evitar
perda de material com possiveis microfilarias no momento da remoc¢édo do
sobrenadante por eversao do tubo. Uma gota de azul de metileno 0,1% era
adicionada ao sedimento, que era homogeneizado e transferido a uma lamina
de microscopia, e coberto com laminula (24 x 60 mm) para leitura. As amostras
foram lidas sob microscopio optico (Primo Star 1, Zeiss), utilizando magnificacao
de 100x para observacdo de microfilarias, e confirmacdo a 400x. As medi¢des

de comprimento e largura dos espécimes foi realizada utilizando uma ocular

w
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micrometrada (1div:0,01mm) acoplada a microscopio éptico (E200 ECLIPSE,
Nikon).

A leitura de todas as laminas foi realizada em até uma hora da montagem
da lamina, para que fosse realizada a movimentagéo da laminula e observacéo
das caracteristicas morfolégicas dos espécimes de microfilarias encontrados,

movimentando artefatos que estivesse atrapalhando a anélise.

1.13.3 Identificag&o dos Ectoparasitos Coletados

Apés a coleta dos ectoparasitos encontrados na inspecao da pelagem do
animal, os espécimes foram armazenados em alcool 70° em um microtubo de
1,5 mL identificado com numero sequencial equivalente a ficha do animal
coletado, para sua identificacéo a nivel de espécie.

A identificacdo dos ectoparasitos encontrados foi realizada por meio da
analise de caracteristicas morfoldégica dos espécimes, através da visualizacéo
em estereomicroscopio (Stemi 305, Zeiss) utilizando chaves pictéricas e
dicotdmicas de pulgas, piolhos e carrapatos (LINARDI & GUIMARAES, 2000;
MARCONDES, 2011; BARROS-BATTESTI et al., 2006).

1.14 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos foram tabulados em planilhas do software
Microsoft Excel (2017). O teste de Kappa foi utilizado para avaliar a concordancia
entre os testes de esfregaco sanguineo e TKM. Para testar a associacao entre
animais positivos e variaveis obtidas como idade, sexo, bairro, histérico de
origem, deslocamento para fora do municipio, presenca e controle de
ectoparasitos, foi utilizado o teste de Qui-Quadrado por meio do software Jamovi
versdo 2.3 (Jamovi, 2022), considerando o nivel de significancia a = 0,05 e

intervalo de confianca de 95%.

w
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RESULTADOS

Das 444 amostras analisadas, 22,0% (98/444) foram positivas no TKM e
4,3% (19/444) apresentaram microfilarias no esfregago sanguineo. Houve
concordancia entre os testes em 19,3% (19/98) das amostras positivas, sendo
que todas as amostras positivas no esfregaco sanguineo, foram validadas
também pelo TKM, nunca o inverso. O coeficiente de concordancia Kappa
encontrado entre os testes foi de 0,27, indicando concordancia fraca a razoavel
entre os métodos de diagndstico utilizados.

Na andlise morfométrica das microfilarias apos TKM, todas apresentaram
morfologia preservada, com extremidade cefélica obtusa (romba) e cauda em
forma de gancho, sendo possivel a observacdo do gancho cefalico em grande
parte das amostras (Figura 3). Em média, as medidas obtidas foram de 269 +
6,33 um de comprimento e 5 um de largura.

Foram encontrados e coletados ectoparasitos em 35,6% (158/444) dos
animais avaliados. Houve associagdo entre positividade para A. reconditum e
parasitismo por Pulex irritans (p=0,003), mas néo foi verificada associacdo aos
ectoparasitos Ctenocephalides felis (p=0,553), C. canis (p=0,060), Trichodectes
canis (p=0,077), Rhipicephalus sanguineus (p=0,570), R. microplus (p=0,061), e
Amblyomma aureolatum (p=0,254).

As informagfes obtidas dos tutores dos animais avaliados, sobre o
histérico destes céaes, estao apresentadas na Figura 4.

w
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Figura 3 - Morfologia de cabeca e cauda de microfilaria de Acanthocheilonema reconditum, de
espécimes avaliados neste estudo. A — Microfilaria com detalhe (aumento de 40x vezes)
aumentado, demonstrando a cabeca obtusa, com gancho cefélico. B — Microfilaria com detalhe
aumentado (idem anterior) da cauda em formato de gancho.

Fonte: Prépria autora, 2024

w
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Figura 4 — Origem dos animais avaliados neste estudo, de acordo com histérico fornecido pelos
tutores no questionario epidemiolégico (percentual relativo ao nimero total de animais

avaliados, n = 444).
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Fonte: Prépria autora, 2024

Sobre a raca dos caes amostrados, 87,6% (389/444) eram animais sem
raca definida e 12,4% (55/444) eram de raca, de acordo com informacdes obtidas
pelos tutores ou responsaveis, e avaliacdo visual da médica veterinaria que
executou o projeto. Dentre as racgas, havia pit bull (25), pinscher (6), teckel (3),
chow-chow (4), dogo argentino (4), galgo inglés (2), border collie (2), labrador
(2), Ihasa apso (2), poodle (2), pastor-belga malinois (1), terrier brasileiro (1), e
pastor aleméo (1). Em relacéo ao sexo dos animais, a amostragem foi composta
por 34,5% (153/444) de machos e 65,5% (291/444) de fémeas. Houve
associacdo entre cdes machos e infeccao por A. reconditum (42,9%; 42/98;
p=0,048).

As demais informagdes obtidas dos animais, bem como a avaliagdo da
associagao entre as variaveis analisadas e a infeccéo por A. reconditum, estao
apresentadas nas Tabelas 1 e 2. N&o foi encontrada associa¢do entre animais

positivos e as demais variaveis coletadas no questionario epidemiologico.
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Tabela 1 — Fatores relacionados aos cédes amostrados e avaliacdo de associacdo com animais positivos para infeccao por Acanthocheilonema reconditum

em Lages, SC.
Categorias Numero de animais Numero de Percentual do total Numero de positivos Percentual de positivos Valor de p
amostrados (n=444) positivos de positivos (n=98) por categoria por categoria (a=0,05)
Idade 0,078
<1 139 25/98 25,50% 25/139 17,99%
1-3 161 32/98 32,70% 32/161 19,88%
3-6 56 19/98 19,40% 19/56 33,93%
>6 88 22/98 22,40% 22/88 25,00%
Sexo 0,0482
Macho 153 42/982 42,90% 42/153 27,45%
Fémea 291 56/98 57,10% 56/291 19,24%
Origem dos animais avaliados 0,131
Ad.otaclios de protetora de 4 0/98 0,00% 0/4 0,00%
animais
Apreendidos sob situagao de 13 6/98 6.10% 6/13 46,15%
maus tratos
Recolhidos em situagéo de rua 38 11/98 11,20% 11/38 28,94%
Descendentes de animais ja 63 13/98 13,30% 13/63 20,63%
residentes no domicilio
Adotados ou comprados de 68 18/98 18,40% 18/68 26,47%
terceiros
Animais adotados da rua 258 50/98 51,02% 50/258 19,37%
Raga definida 0,103
Nao 398 83/98 84,70% 83/398 20,85%
Sim 46 15/98 15,30% 15/46 32,61%
Controle de Ectoparasitos 0,102
Nao 135 34/98 34,70% 34/135 25,19%
Sim 244 45/98 45,90% 45/244 18,44%
S/ 65 19/98 19,40% 19/65 29,23%

& p < 0,05: resultado significativo. S/I: Sem informacéao.

Fonte: Prépria autora, 2024
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Tabela 2 — Relacao dos ectoparasitos coletados e a relagdo da presenca da espécie em animais
positivos para a infeccao por Acanthocheilonema reconditum em cées de Lages.

Espécie de Numero de Percentual de Numero de animais Percentual de animais P
ectoparasito animais animais com a positivos em relagdo a positivos em relagao a (p = 0,05)
coletado com a espécie do espécie de ectoparasito espécie de ectoparasito
espécie do ectoparasito coletado coletado
ectoparasito coletado
(n=158)

Ctenocephalides 116 73,41% 26/116 22,41% 0,553
felis
Ctenocephalides 22 13,92% 9/22 40,90% 0,060
canis
Pulex irritans 9 5,69% 6/9 66,66% 0,0032
Trichodectes 1 0,63% 1M 100,00% 0,077

canis
Ripicephalus 1 0,63% oM 0,00% 0,570

sanguineus

Ripicephalus 5 3,16% 3/5 60,00% 0,061
microplus
Amblyomma 4 2,53% 0/4 0,00% 0,254
aureolatum

Fonte: Prépria autora, 2024
Notas:

& p < 0,05 - significancia estatistica.

A distribuicdo da origem dos animais examinados, e a frequéncia de
positividade, estao representados da Figura 5, com o mapa da regido urbana do
municipio de Lages — SC. Os bairros Tributo (46/444), Guaruja (41/444), Santa
Helena (33/444), Sdo Sebastido (25/444), Varzea (25/444) foram os bairros com
maior numero de cdes avaliados, e 0s maiores numeros de caes positivos foram
encontrados nos bairros Tributo (8/98), Guaruja (8/98), Santa Helena (7/98) e
Vérzea (7/98).
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Figura 5 - Mapa dos 77 bairros urbanos de origem dos cées avaliados neste estudo, em Lages
— SC. Estéo representados por meio de cores, o nimero de amostras coletadas (cinza) e o

namero de cées positivos para a infecgdo por Acanthocheilonema reconditum (vermelha).
POSITIVOS / BAIRRO

08

07

TOTAL COLETAS / BAIRRO
Bl :i-s0
I 21-30

B 11-20

Auséncia de coleta

Fonte: Prépria autora, 2024
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DISCUSSAO

A frequéncia de animais positivos entre os testes utilizados foi de 22%
pelo TKM e 4,3% pelo esfregaco sanguineo, evidenciando a diferenca na
sensibilidade entre os métodos. Essa disparidade pode ser atribuida a diversos
fatores: o TKM utilizar um maior volume de amostra (1mL) durante a execucao,
a formalina promove hemdlise de hemécias facilitando a visualizacdo dos
espécimes de microfilarias, e a concentracdo do método é aprimorada pela
centrifugacéo. Esses aspectos, em conjunto, aumentam a sensibilidade do TKM
em comparacao ao esfregaco sanguineo. O coeficiente Kappa de 0,27 sugere
concordancia fraca a razoavel entre estes métodos de diagndéstico, mas a
frequéncia de positivos observados, e a superioridade na avaliagdo morfolégica
enfatizam a grande vantagem do TKM. Em um estudo em lItajai, SC, com o
objetivo de identificar a populacao de filarideos utilizando os mesmos testes que
0 presente estudo, obteve-se como resultado a positividade de seis amostras
utilizando o TKM e apenas trés por meio do esfregaco sanguineo (LIRA et al.,
2012).

As analises morfométricas resultantes deste trabalho foram compativeis
com os parametros ja documentados na literatura para A. reconditum (Quadro
2), e nenhum espécime foi compativel com outra espécie de filarideo. Portanto,
no presente estudo foi encontrada prevaléncia de 22,0% (98/444) de caes
infectados por A. reconditum, sendo corroborada a informacao da auséncia de
D. immitis no municipio de Lages, SC (PISSETTI, 2019). A prevaléncia
encontrada nesta investigacdo foi bem superior a esperada de 4,9%
(KANNENBERG et al., 2019; LIRA et al., 2012), e mais alta que as encontradas
em outras regifes do Brasil (Quadro 2).

Dentre os ectoparasitos encontrados, artropodes da ordem Siphonaptera
foram os de maior ocorréncia (Tabela 1), com destaque a C. felis (73,41%), C.
canis (13,92%) e P. irritans (5,69%). Um estudo realizado neste mesmo
municipio, ha duas décadas, encontrou resultados semelhantes sobre a
distribuicdo de ectoparasitos em cées de Lages, SC (BELLATO et al., 2003). Em
um outro estudo em 2003, que objetivou determinar e comparara a prevaléncia

de ectoparasitos em cdes no municipio, teve a ordem Siphonaptera com maior
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ocorréncia, encontrando-a em 95,10% (147/158) dentre o0s ectoparasitos
coletados (STALLIVIERE et al., 2009). No entanto, na presente investigacao,
somente P. irritans apresentou associacdo (p=0,008) com a infec¢do canina por
A. reconditum. Este € um resultado importante, que merece atencdo, dada a
possibilidade de transmissdo de agentes patogénicos entre animais de
companhia e seres humanos por P. irritans (AZARM et al., 2022), e o potencial
zoonatico de A. reconditum (HUYNH; THEAN; MAINI, 2001; JOHN et al., 2012).

Foi verificada associacéo entre acanthocheilonemose e o sexo (p=0,048),
com os cées machos apresentando positividade 1,43 vezes maior que as fémeas
(Tabela 1), indicando que estes animais foram mais expostos a infec¢cao do que
as fémeas. Em um estudo desenvolvido em Guaratuba — PR, foi encontrado
resultado similar, com maior ocorréncia de positividade em cdes machos,
possivelmente pela maior movimentacédo dos machos, devido ao comportamento
territorial e sexual destes animais, quando comparados as fémeas, aumentando
assim a frequéncia do contato com vetores hematéfagos (LEITE et al., 2012).

Ainda com relag&o ao resultado discutido acima, de maior exposi¢cdo em
animais que possivelmente tém maior movimentagdo, embora nédo tenha sido
confirmada a relacdo entre origem e positividade dos animais (p=0,131, é digno
de nota que 51,02% (50/98) dos animais positivos para A. reconditum tinham
sido adotados diretamente da rua. Em estudo realizado, na regido de Siena,
Itdlia, foi verificado que cées resgatados de rua e/ou abrigos, tinham maior
probabilidade de estarem infectados com A. reconditum (PAMPIGLIONE et al.,
1995).
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CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo que avaliou a prevaléncia da infec¢do de caes
por A. reconditum no Planalto Serrano Catarinense, especificamente no
municipio de Lages, SC. Observou-se alta prevaléncia da acanthocheilonemose
canina nesta cidade, e corroborou a auséncia de D. immitis.

Foi demonstrada maior eficiéncia do TKM com relagédo ao esfregacgo
sanguineo para o diagnostico da acanthocheilonemose, promovendo o
diagnostico diferencial desta parasitose com outras, causadas por helmintos
filarideos em cées.

Também é ressaltada a associacdo (p=0,008) entre a ocorréncia desta
parasitose zoonotica em cdes, e o0 parasitismo destes animais pela pulga
humana, P. irritans.

Sendo assim, o presente estudo traz informacdes de alta relevancia para
os meédicos veterindrios da regido, sobre a frequente ocorréncia da
acanthocheilonemose canina, o melhor método para seu diagnéstico, e a
importancia do controle parasitario para a promocao da saude animal e humana,

dentro do contexto de Saude Unica.
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APENDICE A - TERMO DE ESCLARECIMENTO E LIVRE
ESCLARECIMENTO UTILIZADO NESTE ESTUDO

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS - CEPSH
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“PREVALENCIA DA INFECCAO POR Acanthocheilonema reconditum EM
CAES NO MUNICIPIO DE LAGES - SC”

O (a) senhor (a) esta sendo convidado a participar de um estudo que fara a

avaliacdo da prevaléncia da infeccdo por Acanthocheilonema reconditum em cdes para se
conhecer a prevaléncia desta doenca no municipio de Lages, SC, para que Se possa
realizar o correto diagnostico diferenciando da infeccdo ocasionada pela Dirofilaria
immitis.
Seré aplicado um questionario contendo oito perguntas relacionadas ao manejo e histéria
clinica dos animais, e realizada coleta de sangue por meio de punc¢éo da veia jugular dos
mesmos. O material serda devidamente identificado, acondicionado e transportado ao
LAPAR-CAV-UDESC para a realizacdo dos testes diagnésticos. As informacoes obtidas
através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participacao.
Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificagdo. Os riscos deste
procedimento sdo minimos, ndo envolvendo risco ao animal.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa/aula obedecem aos principios éticos
no uso de animais, elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA), sobre a utilizacdo de animais em atividades educacionais e em
experimentos que envolvam espécies definidas na Lei 11.794/2008.

Sua identidade sera preservada ndo havendo necessidade de fornecer nome ou
endereco e cada animal seré identificado através de nimero de protocolo e ficha clinica.

Os beneficios serdo o conhecimento da prevaléncia da infeccdo por
Acanthocheilonema reconditum cdes no municipio de Lages, SC, auxiliando profissionais
de Lages e arredores no correto diagnostico, diferindo de outro agente importante quanto
a diagndstico diferencial como Dirofilaria immitis. Os exames ndo terdo custo.

Solicitamos vossa autorizagdo para coleta de sangue bem como o uso destes dados
para a producdo de artigos técnicos e cientificos. A sua privacidade sera mantida através
de ndo identificacdo do seu nome.

Agradecemos a vossa participagéo.

Pessoa contato: Prof. Andreas Lazaros Chryssafidis / Mestranda Faiane Reila Sousa
Centenaro Duarte

(pesquisador responsavel)
NUmero do telefone: 49 3289 9108
Endereco: Laboratério de Parasitologia e Doencas Parasitarias do CAV/UDESC
Av. Luis de Camdes, 2090 — Bairro Conta Dinheiro — Lages, SC.
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Protocolo N°:

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa €, que recebi de
forma clara e objetiva todas as explicacdes pertinentes ao projeto e, que todos os dados a
meu respeito serdo sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as medigcdes dos
experimentos/procedimentos serdo feitas em meu animal.

Declaro que fui informado que posso me retirar do estudo a qualquer momento.

Nome por extenso

(Localidade)

Assinatura

(€]
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APENDICE B — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO APLICADO AOS
TUTORES E RESPONSAVEIS PELOS CAES AVALIADOS NESTE ESTUDO

QUESTIONARIO DE INVESTIGAQAO EPIDEMIOLOGICA
“Estudo da prevaléncia de Acanthocheilonema reconditum nos cées do
municipio de Lages - SC

Nome do Tutor (responsével):

Identificacdo do animal:

Nome:
Idade:
Sexo: Macho () Fémea ()
Raca:

Bairro onde animal reside:

Historico do animal:

1. O animal foi adotado/resgatado no municipio de Lages? Sim ( ) Nao ( )
a. Se Nao, qual cidade / estado nasceu?
2. O animal ja viajou para fora do municipio? Sim ( ) Nao ( )
a. Se Sim, qual cidade?
3. O animal fez controle de pulgas recentemente? Sim ( ) N&o ( )
a. Notou presenca de pulga recentemente? Sim () Nao ( )
4. O animal fez controle de carrapatos recentemente? Sim ( ) N&o ( )
a. Notou a presenca de carrapatos recentemente? Sim ( ) Nao ( )
5. O animal apresentou algum quadro clinico recentemente? Sim () Nao ()

a. Se Sim, qual?

(63
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