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Resumo

A Dirofilariose ¢ uma doenga zoondtica de dispersdo mundial que infeta animais
e humanos por todo 0 Mundo e que tem vindo a aumentar os seus locais de dispersdo. E
causada principalmente pelas espécies Dirofilaria immitis e D. repens. Para o
desenvolvimento e reproducdo, estes parasitas necessitam de uma bactéria Gram-
negativa endossimbionte Wolbachia spp., encontrada na maioria das espécies de filarias
conhecidas. Sabe-se que a presenga da bactéria no organismo do animal esta associada a
uma resposta imunoinflamatéria com ativacdo de citoquinas pro-inflamatdrias e
aumento de imunoglobulinas especificas direcionando a resposta inflamatoéria para Thl
e consequentemente aumentando a patologia.

O tratamento da dirofilariose canina, causada por D. immitis, consiste no uso de
farmacos antiparasitarios que, em animais com elevada carga parasitaria, podem causar
reacOes adversas graves e fatais. A detecdo atempada da presenga da bactéria no animal
e o uso de antibacterianos pode prevenir estas reagdes, aumentando a eficacia do
tratamento e diminuindo a taxa de mortalidade.

O nosso estudo teve como principal objetivo caracterizar o perfil de resposta
imunoinflamatdéria durante a coinfe¢do Dirofilaria-Wolbachia spp. e identificar
potenciais biomarcadores preditivos da presenga de Wolbachia spp. Para tal, 245
amostras de sangue de canideos (originarios de canis e associacdes de animais) foram
analisadas para a dete¢do de anticorpos do tipo IgG e subclasses (IgG; e IgG,) e da
Proteina C-reativa (CRP) através da técnica de Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

A nivel da resposta humoral, anticorpos do tipo IgG e IgG;, os animais
coinfetados (D. immitis-Wolbachia spp.) apresentavam niveis séricos mais elevados dos
que os com infecdo simples (apenas D. immitis) mas sem diferencas significativas.
Perfil semelhante foi observado para os anticorpos do tipo IgG,. No entanto, em relagao
a concentracdo da CRP, a coinfecdo Wolbachia spp. induzia um aumento significativo
(Mann-Whitney, P<0,05) em comparagdo com a dos animais infetados apenas por D.
immitis o que reforga a potencial aplicacdo da CRP como biomarcador de Wolbachia
spp. em animais infetados por D. immitis. A sua dete¢do pelo método enzimatico
ELISA, técnica de elevada sensibilidade e de facil execucdo, ¢ uma vantagem adicional,
uma vez que poderd fornecer um resultado fidvel e rapido, informacao relevante para o
médico Veterindrio para a abordagem terapéutica nos animais com dirofilariose.

Palavras-Chave: Coinfecdo, Dirofilaria immitis, Wolbachia spp., biomarcadores, cao.
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Abstract

Heartworm disease is a zoonotic disease of worldwide dispersion that infects
animals and humans throughout the world and has been increasing its area of incidence.
It is mainly caused by Dirofilaria immitis and D. repens. For the development and
reproduction, these parasites require a Gram-negative bacteria endosymbiont Wolbachia
spp., found in most known species of filaria. It is known that the presence of this
bacteria on the animal's body is associated with an immunoinflammatory response that
activates pro-inflammatory cytokines and increases specific immunoglobulins
polarizing the inflammatory response in the Th1 subset and consequently increasing the
pathology.

The treatment of canine heartworm disease, caused by D. immitis is based on
antiparasitic drugs, however in dogs with high levels of parasitemia can cause the
appearance of severe adverse reactions and even death. The prompt detection of the
presence of bacteria in infected animals and the use of antibacterial drugs can prevent
these reactions, increasing the treatment efficacy and reducing the mortality rate.

Our study aimed to characterize the immunoinflammatory response profile
that occurs during co-infection Dirofilaria-Wolbachia spp. and identifying potential
predictive biomarkers for the presence of Wolbachia spp. For this purpose, 245 canine
blood samples (collected in kennels and animal associations) were analysed for the
detection of IgG antibodies and subclasses (IgG; and IgG;) and C-reactive protein
(CRP) through the Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

The analysis of humoral response, IgG and IgG; antibodies, demonstrate that
the co-infected animals (D. immitis-Wolbachia spp.) had higher IgGs antibody levels
than those with single infection (only D. immitis) but without significant differences. A
similar profile was observed for IgG, antibodies. However, in relation to the
concentration of CRP, Wolbachia co-infection induces a significant increase (Mann-
Whitney test, P<0,05) in comparison with animals infected only by D. immitis
subjecting the potential application of CRP as a biomarker of Wolbachia spp. in animals
infected by D. immitis. It’s detection by the enzymatic ELISA method, a highly
sensitive test and easy to perform, has an additional advantage as it can provide reliable
and fast result, which are relevant to the Veterinarians for selecting the therapeutic
approach in animals with heartworm disease.

Keywords: Co-infection, Dirofilaria immitis, Wolbachia spp., biomarkers, dog.
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Introducio

1.1. Agentes etiologicos da Dirofilariose

O aumento dos cuidados e preocupacdo com o bem-estar dos animais de
companhia (especialmente cdes e gatos) tem sido crescente nos paises desenvolvidos,
observando-se uma grande expansdo no crescimento destas populacdes. A proximidade
com o Homem cria novos problemas ligados a satide publica, uma vez que os caes e 0s
gatos sdo reservatorios naturais de varias zoonoses. As filarioses provocadas por
nematodes da Familia Onchocercidae sdo exemplo dessas parasitoses cujos agentes
etioloégicos conseguem infetar e sobreviver no cdo e no gato durante longos anos
ocorrendo, por vezes coinfecdo com outras espécies de nematodes parasitas (Otranto et
al., 2009).

Dos varios agentes parasitarios que infetam estes animais, os parasitas do género
Dirofilaria sdo dos que apresentam maior relevancia e com maior dispersdo mundial.
Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) ¢ um dos agentes etioldgicos da dirofilariose no cao,
sendo classificada como a filariose mais importante encontrada nos carnivoros
domésticos e selvagens, causando doenca grave ou levando a morte quando ndo tratada
(Otranto et al., 2013). Apresenta uma distribuicdo mundial com as areas endémicas
localizadas em climas temperados e tropicais (Montoya et al., 1998). A primeira
observacao deste parasita num cdo data de 1626 por Birago no norte de Itdlia (citado por
Lee et al., 2010). A dirofilariose cutanea causada pela espécie Dirofilaria repens
(Raiilliet e Henry, 1911) infeta principalmente caes, apesar de ser reportada noutros
canideos, felinos e em humanos. Apresenta, na maioria dos casos, uma menor patogenia
que D. immitis e pode ser encontrada no velho mundo, particularmente no sudoeste e
este da Europa, em Africa e na Asia (Venco, 2007), correspondendo a uma das mais
dispersas filarioses transmitidas por vetores (Otranto et al., 2013).

Estas duas espécies sdo zoonodticas e a sua importdncia em Satde Publica tem
sido crescente devido ao aumento de infe¢des em humanos, principalmente as causadas
por D. repens na Europa (Muro et al., 1999; Otranto et al., 2013; Baptista-Fernandes et
al., 2015).



Introducio

Os humanos sdo hospedeiros acidentais, ndo ocorrendo, em geral, o
desenvolvimento completo do parasita; a infecdo por D. immitis provoca, usualmente, a
formag¢do de granulomas pulmonares e no caso de D. repens lesdes subcutineas

(Vezzani e Carbajo, 2006; Joseph et al., 2011).

1.1.1. Taxonomia de Dirofilaria spp.

De acordo com Anderson (2000) os agentes etiologicos da dirofilariose canina

pertencem:

Reino Animalia

Filo Nematoda

Classe Secernetea

Ordem Spirurida

Superfamilia Filarioidea

Familia Onchocercidae (Leiper, 1911)
Subfamilia Dirofilariinae (Sandground, 1921)
Género Dirofilaria (Raiilliet e Henry, 1911)

O género Dirofilaria divide-se em dois subgéneros, o subgénero Dirofilaria
onde se encontra a espécie D. immitis (Leidy, 1856) e o subgénero Nochtiella que
agrupa aproximadamente 20 espécies como, D. (Nochtiella) repens (Railliet e Henry,
1911), D. (Nochtiella) roemeri, D. (Nochtiella) tenusis, D. (Nochtiella) ursi, D.
(Nochtiella) striata, D. (Nochtiella) subdermata, D. (Nochtiella) magnilarvatum e D.
(Nochtiella) corynodes (Torgerson e Macpherson, 2011; Baptista-Fernandes et al.,
2015). As espécies D. immitis € D. repens apresentam como hospedeiro principal e mais

competente o cdo (McCall et al., 2008).

1.1.2. Caracteristicas morfologicas de Dirofilaria spp.

Os nematodes de Dirofilaria spp. apresentam o corpo delgado, coloragdo

esbranquicada e dimorfismo sexual acentuado (Leite et al., 2006). As fémeas sdo
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ovoviviparas e depositam microfildrias na corrente sanguinea. As microfildrias
desenvolvem-se no utero da fémea e tém a capacidade de responder a estimulos
fisioloégicos do hospedeiro, podendo alterar a sua circulagdo na corrente sanguinea

periférica consoante a hora do dia/abundancia dos seus vetores (Manfredi et al., 2007).

Morfologia dos parasitas D. immitis

As filarias da espécie D. immitis possuem corpo longo e filiforme com a
extremidade cefilica arredondada. A abertura bucal ndo possui labios e encontra-se
rodeada por 6 pares de papilas. O esdfago apresenta regides musculares e glandulares
sem diferenciacdo (Manfredi et al., 2007; Furtado et al., 2010). As fémeas apresentam a
extremidade posterior arredondada, anus subterminal e vulva localizada posteriormente
a juncao entre o esd6fago e o intestino, podendo atingir entre 25 a 31 cm de comprimento
e 1 a 1,3 mm de espessura. Os machos possuem uma cuticula lisa, com extremidade
posterior espiralada com abas laterais e estrias presentes apenas na superficie ventral da
ultima espiral e uma cloaca terminal com papilas. Apresentam dimensdes inferiores as
fémeas podendo atingir entre 12 a 20 cm de comprimento e entre 700 a 900 um de
espessura (Manfredi et al., 2007).

A fémea liberta microfilarias sem bainha para a corrente sanguinea. As microfilarias
possuem extremidade cefélica afilada e extremidade posterior distendida, apresentando
entre 290 a 330 um de comprimento, 5 a 7 um de espessura e podem sobreviver até 18
meses na corrente sanguinea (Leite et al., 2006; Manfredi et al., 2007).

Os adultos possuem uma alimentag@o a base de plasma do hospedeiro (Manfredi et al.,

2007) e podem sobreviver até 7 anos (Bowman e Atkins, 2009).

Figura 1: Parasitas adultos de Dirofilaria immitis. Fonte:
http://research.vet.upenn.edu/Hosts/Dirofilariaimmitis/tabid/7791/Defaul
t.aspx (consultado dia 20/07/15)
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Morfologia do parasita D. repens

Em comparagdo com D. immitis, as filarias da espécie D. repens apresentam
cuticula com finas estrias longitudinais. Possuem menores dimensdes que D. immitis, as
fémeas medem entre 10 a 17 cm de comprimento e 4,6 a 6,5 mm de espessura e 0s
machos entre 5 a 7 cm de comprimento e 3,7 a 4,5 mm de espessura. Por outro lado, as
microfilarias podem medir entre 300 a 360 wm de comprimento ¢ 6 a 8 wm de
espessura. Os machos possuem a extremidade posterior arredondada, com duas abas
laterais e esta ¢ ligeiramente curvada para o lado ventral. As fémeas apresentam a vulva
proxima da regido cefalica, circundada por pequenos ldbios e, uma extremidade
posterior arredondada e ligeiramente curvada para o lado ventral. Como observado em
D. immitis, as microfilarias sdo libertadas para a corrente sanguinea sem bainha e
apresentam a extremidade anterior arredondada e a extremidade posterior pontiaguda e

curvada (Manfredi et al., 2007).

1.1.3. Ciclo biologico de Dirofilaria spp.

As espécies de Dirofilaria apresentam ciclo de vida heteroxeno e indireto,
necessitando da passagem por um hospedeiro intermedidrio (artropode hematdfago)
para completar o seu ciclo de vida. Tanto D. immitis como D. repens apresentam uma
baixa especificidade de hospedeiros definitivos, podendo ser encontrados em diversas
espécies de mamiferos. O cdo ¢ o hospedeiro definitivo mais comum, sendo um
hospedeiro e reservatdrio competente e que apresenta maior carga parasitaria (Reifur et
al., 2001; Genchi et al., 2005; Alho et al., 2012a). Os cées e 0s gatos sdo os principais
reservatorios da infecdo nas zonas urbanas, contudo os animais silvaticos apresentam
grande importancia, j4 que as suas atividades peridomésticas perpetuam o ciclo de
transmissdo; por exemplo, a prevaléncia de D. immitis em raposas vermelhas varia entre
3 e 11,8% em Portugal (Lee et al., 2010; Alho et al., 2014).

A transmissdo de dirofilariose depende de varios fatores, sendo um dos
principais a temperatura ambiente na qual o parasita consegue completar o seu
desenvolvimento no vetor para se tornar infetante para o vertebrado. Temperaturas

abaixo de 14°C sdo descritas por varios autores como sendo limitantes para o
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desenvolvimento do parasita em larva de terceiro estadio (L3), ndo ocorrendo (em
teoria) transmissdo do parasita nos meses de inverno. No entanto, a elevada prevaléncia
da infecdo nas areas urbanas e a presenca nestes locais de microambientes propicios aos
criadouros de mosquitos pode permitir a ocorréncia esporadica de transmissdo durante
todo o ano. No hemisfério norte os picos de transmissdo ocorrem, geralmente, nos
meses de julho e agosto. A Europa apresenta uma sazonalidade marcada, sendo a
transmissdo mais frequente durante os meses de junho a setembro (AHS, 2014; Ferreira
et al., 2015). De acordo com Alho (2014), em Portugal existe um risco de transmissao

da dirofilariose entre os meses de Maio € Novembro.

Ciclo de vida Dirofilaria immitis

O parasita D. immitis localiza-se na fase adulta nas artérias pulmonares e
ventriculo direito, causando alteragdes cardiopulmonares significativas no cdo. Para
além do cdo existe registo de mais de 30 espécies de mamiferos infetados com este
parasita (Manfredi et al., 2007; McCall et al., 2008): Canis aureus, C. lupus, Cuon
alpius, Equus ferus, Felis concolor, F. silvestres, Gulo gulo, Leopardus pardalis,
Lycaon pictus, Mustela putorius, Neofelis neburose, Nyctereutes procyonoides,
Panthera leo, P. tigris, Uncia uncia e Vulpes vulpes (Leite et al., 2006; Bowman e
Atkins, 2009).

Mais de 60 espécies de mosquitos sdo reconhecidas mundialmente como vetores
competentes de Dirofilaria spp. (Bowman e Atkins, 2009). Em Portugal o mosquito
Culex theileri foi o primeiro vetor confirmado de D. immitis e estudos recentes
confirmaram a presenc¢a de mais cinco espécies vetoriais - Anopheles maculipennis s.1.,
An. atroparvus, Cx. pipiens pipiens, Cx. pipiens molestus e Aedes detritus s.1., infetadas
com o parasita e potencialmente vetoras (Ferreira et al., 2015).

O ciclo de desenvolvimento de D. immitis (Figura 2) ocorre pela ingestdo de
microfilarias (larva de primeiro estadio-L1) pelo mosquito durante a refeicdo sanguinea.
Dentro do mosquito ocorre o desenvolvimento de L1 para L3 nos tubos de Malpighi,
sendo a duragdo do desenvolvimento no mosquito dependente da temperatura exterior
(entre 10-14 dias com temperatura de 27°C). Apos atingirem a fase L3, as larvas

migram dos tubos de Malpighi para o aparelho bucal do mosquito e, durante nova
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refeicdo sanguinea, as larvas infetantes sdo inoculadas na pele do hospedeiro definitivo
perto do local de picada e entram no tecido subcutaneo. Aproximadamente dois dias
apos a entrada no tecido subcutaneo as larvas passam por novas mudas, desenvolvendo-
se de L3 para L5 no tecido subcutaneo e tecido muscular respetivamente. Entre 70 a 120
dias depois, jovens parasitas entram nos vasos sanguineos € migram para as artérias
pulmonares e lado direito do coragdo, onde maturam (Manfredi et al., 2007; McCall et
al., 2008). A fase pré-patente da doenca apresenta uma duragdo entre seis a sete meses,
na qual existe o desenvolvimento de L3 em parasitas sexualmente maturos, seguida de
copula dos parasitas adultos e libertacdo de microfildrias na corrente sanguinea (Reifur

et al., 2001; Manfredi et al., 2007).

No mosquito ocorre o desenvolvimento para
o estado infetante L3 em10 a 14 dias.

O estado infetante L3 é transmitido
durante outra refeigo sanguinea a
— outro hospedeiro.

Aquando a refeicéo
sanguinea 0 mosquito
ingere microfilarias.

Libertagdo de microfilarias
ap6s 6 a 9 meses do inicio
dainfecdo.

Desenvolvimento L3 a L5
no tecido subcutaneo e

Jovens parasitas entram nos vasos sanguineo
e migram para as artérias pulmunares e
coragdo, onde desenvolvem até ao estado adulto.

Figura 2: Ciclo de vida de Dirofiaria immitis. Fonte: Adaptado de Banfield (2011)
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Em 10 a 67% dos casos de caes infetados com dirofilariose, pode ocorrer
auséncia de microfilarémia (infe¢des ocultas), tendo esta varias causas possiveis como a
eliminagdo de microfilarias por tratamento microfilaricida ou pelo sistema imunitario do
animal infetado, presenca de apenas parasitas imaturos ou presenga de parasitas adultos
mas s6 de um sexo ou ainda a morte dos parasitas adultos (Reifur et al., 2001; Song et
al., 2002; Leite et al., 2006).

Por vezes € possivel encontrar o parasita em locais atipicos como na camara
anterior do olho, figado, es6fago, cavidade toracica e abdominal, traqueia e na forma de
granulomas no tecido subcutdneo (Manfredi et al., 2007).

No gato, o desenvolvimento do parasita até ao seu estado adulto demora
aproximadamente mais um més do que no cdo e também apresenta uma longevidade
mais reduzida (entre 3 a 4 anos). A carga parasitaria ¢ muito menor, sendo estes animais
possivelmente mais resistentes ao parasita e, na maioria das vezes, ocorrem infecdes
ocultas (Reifur et al., 2001; Leite et al., 2006; Bowman e Atkins, 2009). A falta de
microfilarémia, na maioria das infe¢des torna o gato um reservatorio pouco significativo

para D. immitis (Genchi et al., 2009).

Ciclo de vida Dirofilaria repens

Como descrito no ciclo de vida de D. immitis, na dirofilariose cutanea por D.
repens o cao ¢ reportado como o hospedeiro mais comum mas existem registos de
outros mamiferos infetados por este parasita (gatos, lobos, raposas e ledes marinhos).
Os géneros Aedes, Anopheles e Culex apresentam-se como 0s vetores mais usuais para a
transmissdo, apesar de algumas espécies de pulgas, piolhos e carracas poderem,
segundo alguns estudos, funcionar também como vetores. Em contraste com D. immitis,
a espécie D. repens localiza-se no tecido subcutaneo do hospedeiro definitivo durante
todo o seu ciclo de vida (Joseph et al., 2011).

O ciclo de vida de D. repens (Figura 3) ¢ semelhante ao de D. immitis (Venco,
2007). No hospedeiro definitivo as larvas encontram-se no tecido subcutaneo, nio
sendo observada grande migragdo. E neste local onde ocorre a maturagdo e¢ onde os
parasitas adultos atingem a maturidade sexual apoés, aproximadamente, 150 dias. O

periodo pré-patente apresenta uma duracdo semelhante & de D. immitis, cerca de sete a
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oito meses. Apos este periodo ocorre a libertagdo de microfilarias na corrente
sanguinea. Os parasitas adultos sdo normalmente encontrados na parte superior do

corpo, sendo pouco comuns nos membros inferiores (Venco, 2007).

4. No mosquito ocorre
o desenvolvimento da
microfilaria para o estado
infetante L3 entre 10 a
30 dias.

1. 0 estado infetante
L3 é transmitido durante
outra refeicdo sanguinea
a outro hospedeiro.

;2 \J \f)jﬂ)

Cao com Dirofilaria
repens nos tecidos.

2. L3 desloca-se para
o tecido subcutaneo
onde se desenvolve
durante cinco a nove
meses em vermes
adultos

‘

Aquando a
refelgao sanguinea
o0 mosquito ingere
microfilarias.

Figura 3: Ciclo de vida de Dirofilaria repens. Fonte: Adaptado de Genchi et al. 2013.
1.1.4. Distribuicio geografica da dirofilariose

A distribuicdo de dirofilariose estd associada a locais favordveis para o
desenvolvimento de mosquitos, encontrando-se elevadas prevaléncias perto de rios e
zonas humidas (Muro et al.,, 1999). A temperatura ¢ um fator importante para a
ocorréncia da doenga, sendo as maiores prevaléncias de dirofilariose registada nos
paises com climas temperados, tropicais e subtropicais (Genchi et al., 2005). A
dirofilariose estd, também, associada a locais urbanos e rurais com grandes populagdes
de canideos (Reifur et al., 2001).

A infe¢do causada por D. immitis apresenta uma distribui¢do mundial afetando
principalmente o Continente Americano, os paises do Mediterraneo, Polinésia, Australia
e Japdo (Montoya et al., 1998). A dirofilariose cutanea (por D. repens) encontra-se

localizada apenas no Velho mundo (Alho et al., 2012a).
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Distribuicdo da dirofilariose no Mundo

No Continente Americano a prevaléncia de dirofilariose por D. immitis
encontra-se amplamente distribuida. Nos Estados Unidos da América todos os estados
apresentam transmissdo de dirofilariose com prevaléncias variando de 1 a 12%. O
Canada apresenta uma prevaléncia muito inferior, até 0,24%. Na América Central e Sul
as prevaléncias registadas em alguns paises sdo muito elevadas, sendo descritas
prevaléncias no México, Caraibas, Brasil e Argentina superiores a 40% (McCall et al.,
2008; Simon et al., 2012).

Na Asia a dirofilariose encontra-se bem estabelecida, sendo registada em varios
paises prevaléncias que chegam a atingir 70% de infe¢des por D. immitis € D. repens.
No entanto, ainda ndo foi feito um levantamento epidemiologico da parasitose em
varios paises deste Continente (McCall et al., 2008; Simon et al., 2012).

Na Australia a dirofilariose por D. immitis ¢ endémica, sendo registada uma
prevaléncia alta na zona costeira e nas provincias ao sudoeste. Na Nova Zelandia ¢
possivel encontrar dirofilariose por D. immitis e D. repens sendo vérios casos de infecdo
por D. immitis importados da Australia (Simon et al., 2012).

No Continente Africano a dirofilariose nao se encontra bem estudada, sendo
desconhecida na maioria dos paises a sua distribui¢do. A presenca de infegdes por D.
immitis encontram-se registadas nalguns paises junto a parte litoral nomeadamente em
Marrocos, Egito, Mogambique, Senegal e, na Africa do Sul, os casos registados em
caninos sdo todos de importacdo. No entanto, D. repens € descrita por varios autores

como sendo autdctone no pais (Simon et al., 2012).

Figura 4: Distribuicdo mundial da dirofilariose canina. Em azul encontra-se a distribuicdo de Dirofilaria
immitis, a verde de Dirofilaria repens e a laranja a distribui¢ao das zonas de infe¢@o pelos dois parasitas. Fonte:
Simon et al. (2012).
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Distribuicdo da dirofilariose na Europa

A dirofilariose encontra-se largamente distribuida na Europa; a espécie D.
repens regista-se com maior frequéncia nos paises a leste enquanto D. immitis apresenta
maior prevaléncia no sudoeste (Espanha, Portugal, Franga, Grécia, Itdlia e Turquia).
Estudos entre 2002 e 2011 mostraram que as zonas endémicas para as espécies, D.
immitis e D. repens, aumentaram para paises a este e centro da Europa, onde até¢ a data
sO se registavam casos esporadicos (Figuras 5 e 6). Apesar disso vdarios autores
reportaram uma diminuicdo da prevaléncia de dirofilariose canina em areas
hiperendémicas, possivelmente por tratamentos preventivos (referidos no ponto 1.4.) e o
aumento dos cuidados pelos donos (Morchon et al., 2012; Otranto et al., 2013). Nos
paises do Norte da Europa o registo de infe¢des por Dirofilaria spp. resultam de casos
importados de paises endémicos para dirofilariose (Simon et al., 2012).

Em Espanha as dreas de maior prevaléncia situam-se nas provincias do sudeste
com niveis de infecdo entre 8 e os 37%; o local com maior nivel de infe¢do por D.
immitis registado ¢ encontrado nas Ilhas Candrias onde a prevaléncia em canideos chega
aos 59%. As infec¢des por D. repens localizam-se na costa mediterrdnea. Em Franca a
dirofilariose por D. immitis ¢ mais comum, com prevaléncias registadas entre 5 a 15%,
situadas principalmente ao longo da costa mediterranea. Em Itdlia, a planicie do P6
apresenta a prevaléncia de infecdes por D. immitis em canideos mais elevada, entre 50-
80%, ja a prevaléncia de D. repens registada neste local ¢ de 30% (Genchi et al., 2005;
Ciocan et al., 2010; Alho et al., 2012a; Morchon et al., 2012; Simoén et al., 2012).

— Y
g@r""‘w .

: v

e
- Areas endémicas até 2001 Areas esporadicas
[:] Novas areas endémicas até 2012 Sem dados

Figura 5: Distribui¢@o de dirofilariose por Dirofilaria immitis em cdes em zonas endémicas até
2001 e entre 2001 e 2011. Fonte: Otranto et al. (2013).
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[ Areas endémicas até 2001 || Areas esporadicas
- Novas areas endémicas até 2012 Sem dados

Figura 6: Distribuicdo de dirofilariose por Dirofilaria repens em cades em zonas endémicas até
2001 e entre 2001 e 2011. Fonte: Otranto et al. (2013).

Distribui¢do da dirofilariose em Portugal

A dirofilariose canina em Portugal era atribuida até 2015 apenas a D. immitis
(Alho et al., 2014, 2012a; Ferreira et al., 2015); no entanto, no inicio de 2016 foi
reportado um caso de dirofilariose cutdnea por D. repens autdctone num cao na regiao
do Algarve (Maia et al., 2016). A dirofilariose por D. immitis ¢ considerada uma das
infecdes parasitdrias com maior relevancia no cdo e o pais ¢ considerado zona
hiperendémica para a infe¢do, sendo as bacias hidrograficas do Tejo, Douro, Sado,
Mondego e ilha da Madeira os principais focos de infegao (Alho et al., 2012a).

De acordo com Araujo (1996), a dirofilariose por D. immitis era endémica em
todo o pais, os niveis de infecdo mais elevados registavam-se nas regides do sul de
Portugal, com prevaléncias entre 12 e 17%. A maior prevaléncia registada, com
aproximadamente 30% da populacdo canina infetada situava-se na Ilha da Madeira.
Cardoso et al. (2012) observaram em Portugal prevaléncias de cdes assintomaticos e
sintomaticos no Norte de 2,9 e 3,4%, de 0,9% e 7,4% no Centro, no Alentejo uma
variagdo de 4,7% e 14% e no Algarve de 5,1% e 17% (Figura 7). Nas ilhas uma
prevaléncia de 40% na Madeira e de 0% nos Agores. Estudos recentes verificaram que a
prevaléncia de dirofilariose esta a aumentar no pais, de 15,3% em 2011 para 17,1% em

2013 (Alho et al., 2012a).
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Figura 7: Prevaléncia de Dirofilaria immitis em cdes assintomaticos e sintomaticos nas varias regides de Portugal
Continental, adaptado de Alho et al. (2012a). Ilustragdo: Carlos Pereira

1.1.5. Patologia da dirofilariose

Os agentes etiologicos da dirofilariose podem causar uma variedade de
alteracdes no hospedeiro definitivo. A espécie D. immitis encontra-se classificada como
a mais patogénica causando uma infe¢do crénica nos caes que, se ndo for tratada,
podera levar a insuficiéncia cardiaca e em ultima instdncia a morte do animal. Na
literatura apresenta-se normalmente designada como doenca do verme do coragdo ou
Heartworm disease. A infecdo provocada por D. repens apresenta menor patogenia
causando usualmente nos caes e gatos pequenos noddulos indolores na pele (Grandi et

al., 2007).
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Patologia causado por Dirofilaria immitis

As infec¢des por D. immitis sdo causadas tanto pelos estadios adultos como pelas
microfilarias. As principais lesdes ocorrem nos pulmdes e lado direito do coragdo
devido a localizagdo dos parasitas adultos. A presenca de microfilarias na corrente
sanguinea pode causar alguns problemas como hipersensibilidade as microfilarias
circulantes, pneumonite ou glomerulopatias, no entanto, estas patologias ndo
apresentam grandes problemas para o individuo infetado (Grandi et al., 2007).

A localizagdo dos parasitas adultos nas artérias pulmonares e coracdo (Figura
8A) causa uma variedade de lesdes patologicas no individuo infetado. As primeiras
lesdes apds a infe¢do observam-se nas artérias pulmonares e parénquima pulmonar que
com o tempo causam hipertensao pulmonar. Com o agravar destas lesdes e na auséncia
de tratamento adequado, os sintomas evoluem para insuficiéncia cardiaca. A
perturbacdo do fluxo sanguineo devido a localizagdo dos parasitas na atrio ventricular
leva a alteragdes nos elementos estruturais do sangue, como as hemacias, levando a
hemoglobinuria. Em situagdes mais graves pode desenvolver-se sindrome da veia cava'
(Grandi et al., 2007). O principal quadro clinico associado ao parasita adulto D. immitis
¢ a insuficiéncia cardiaca causada pelo agravamento das alteracdes pulmonares, como a
hipertensao pulmonar. Esta patologia ocorre pelo deslocamento dos vermes adultos pelo
parénquima pulmonar, levando a tromboembolismo (Figura 8B). As lesdes ocorridas
estdo diretamente relacionadas com a carga parasitdria e com o tamanho dos parasitas.
Com o decorrer do tempo, a movimentacdo dos vermes adultos leva a deslocacdo das
células endoteliais e a dilatagdo das artérias agravando a hipertensdo pulmonar. O
agravamento da doenca ocorre devido ao estreitamento das artérias e,
consequentemente, aumento da pressdo sanguinea levando ao aumento da atividade
cardiaca. Em consequéncia, as lesdes nos pulmdes e a dificuldade do coracdo bombear a
quantidade de sangue necessaria para os pulmoes leva a morte do individuo quando este

tenta aumentar a sua atividade cardiaca (Grandi et al., 2007; Silva e Langoni, 2009).

1 S L . . L . ~

Complicagdo causada pela fase cronica da dirofilariose por D. immitis provocada pela movimentagdo de
grande numero de vermes adultos das artérias pulmonares danificadas para o ventriculo e auricula direita
e/ou veia cava resultando em casos graves de insuficiéncia cardiaca (Leite et al., 2006).
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Figura 8A: Parasitas adultos de Dirofilaria immtis no cora¢do de um céo com dirofilariose. Fonte: Simén
et al. (2012). B: Necropsia de um céo vitima de tromboembolismo numa artéria pulmonar por Dirofilaria
immitis (seta amarela). Fonte: Simon et al. (2012).

No gato, a patologia causada por D. immitis ¢ similar a observada no cdo. As
manifestagdes clinicas mais comuns de uma infecdo no gato sdo caracterizadas por
hipertrofia muscular nas pequenas artérias, com uma intensa resposta imunoldgica
contra o parasita bem como uma resposta inflamatoria elevada. Apenas um parasita
adulto pode levar a morte stibita do animal, resultado de uma resposta inflamatoria
muito intensa nos pulmdes com consequente paragem respiratoria. Contrariamente ao

cdo, a insuficiéncia cardiaca ¢ pouco comum nos gatos (Grandi et al., 2007).

Patologia causada pelo parasita Dirofilaria repens

A grande maioria das infe¢des por D. repens sdo assintomaticas, sendo a
descoberta deste parasita acidental, quando ocorre a presenca de outros sintomas nao
relacionados ou estando associados a presenca de outros agentes infeciosos ou de stress
por parte do animal. Em comparacdo com a patologia de D. immitis, muito pouco ¢
conhecido sobre as manifestacdes clinicas deste parasita. A infe¢do ¢ caracterizada, na
maioria dos casos, por nddulos indolores no tecido subcutaneo (Figuras 9 A e B) onde
se localizam os parasitas adultos. Raramente, a infe¢do pode manifestar-se com a
presenca de dermatite multifocal localizada principalmente na zona facial ou papulas

pruriginosas semelhantes as encontradas em caso de sarna (Grandi et al., 2007).
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Figura 9A: Tecido subcutineo de um c@o com infe¢do massiva por Dirofilaria repens. Fonte: Hellmann et al.
(2011). B: Nodulo no tecido subcutaneo de um cdo contendo parasitas adultos Dirofilaria repens. Fonte: Tarello
(2011).

Em alguns casos de infecdo massiva, observam-se mudangas histopatologicas
em varios orgdos como figado, bago, pulmdes, coragdo e cérebro, acompanhadas de
elevada carga parasitaria tanto de adultos como de microfilérias circulantes (Grandi et
al., 2007).

No gato, a infe¢do encontra-se associada frequentemente a presenca de nodulos

subcutaneos e da conjuntiva, sendo este ultimo menos frequente (Alho et al., 2012a).

1.1.6. Métodos de diagnostico da dirofilariose

Os sinais clinicos no cdo variam consoante a gravidade da infecdo por D.
immitis, podendo ndo existir qualquer sintoma; com o agravar da infecdo ocorrem
sintomas causados pelos parasitas nas artérias pulmonares, pulmdes e em casos mais
graves no coragdo. Em infegdes ligeiras (pouca carga parasitaria) os sinais clinicos
podem estar ausentes ou ser acompanhados de tosse, quanto mais severa a infe¢do
ocorre o agravamento dos sintomas podendo ser observada: tosse, intolerdncia ao
exercicio, sons cardiacos e pulmonares anormais, hepatomegdlia, sincopes e, em casos
extremos a morte do animal (Bowman e Atkins, 2009; AHS, 2014).

No gato, o diagndstico de dirofilariose ¢ mais complicado ja que na grande
maioria das vezes a infecdo por D. immitis ¢ assintomdtica e quando presente os
sintomas podem ndo ser especificos. Por este facto os métodos para diagnostico

parasitologico ndo se aplicam (excecdes), sendo os métodos seroldgicos, como pesquisa
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de anticorpos e os exames complementares como, ecocardiografia e radiografia
utilizados para o diagnostico da doenga (McCall et al., 2008).

Para a realizacdo de um diagnostico € necessario que a infecdo apresente mais de
5 a 6 meses, pois a presenca de antigénios e microfilarémia s6 ¢ detetada apds este
tempo. Quando o animal se encontra em regime profilatico ¢ aconselhado um exame
anual para assegurar o sucesso/fracasso da profilaxia (AHS, 2014).

No rastreio de dirofilariose através da avaliagdao dos sinais clinicos pelo Médico
Veterinario podem ser utilizados varios métodos de diagndstico de confirmagdo da
suspeita ou para despiste de outras infecdes por parasitas ndo patogénicos que parasitem
o animal.

O diagnostico da infe¢do por D. repens € normalmente acidental ja que, na
maioria dos casos ndo existe sintomatologia associada. Os métodos de diagnostico
utilizados dependem da detecdo de microfilarias circulantes por métodos
parasitoldgicos ou de técnicas moleculares (Venco, 2007).

Um diagnodstico especifico ¢ clinicamente importante devido a diferente

patologia que estas espécies causam e a terapéutica utilizada (Rishniw et al., 2006).

1.1.6.1. Métodos parasitologicos

Para a pesquisa de microfildrias no sangue podem ser aplicadas técnicas de
visualiza¢ao ou de concentracdo de microfilarias. A taxa de sensibilidade varia sendo as
técnicas de concentracdo mais sensiveis e usadas para diferenciar a espécie. A
quantidade de microfilarias no sangue ndo possui relacdo direta com o nimero de
parasitas adultos nem com a gravidade da doenca (Leite et al., 2006).

Estes métodos detetam apenas infecdes com presenca de microfilarémia, em
caso de infe¢des ocultas existe necessidade de utilizar outros métodos (McCall et al.,

2008; AHS, 2014).
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Técnica de visualizacdo de microfilarias

* Gota espessa (Figura 10): Gota de sangue observada a microscopio entre lamina e
lamela permite a visualizacdo de microfilarias devido ao movimento que causam nos
eritrocitos. Apesar de ser uma técnica rapida e sem custos acrescidos, apresentam
muito baixa sensibilidade ndo permitindo um diagnostico especifico (Genchi et al.,

2007).
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Figura 10: Microfilaria de Dirofilaria immitis visualizada pela técnica de gota espessa. Fonte: Alho et al.
(2012b).

Técnica de concentracdo de microfilarias

* Filtracdo do sangue: Permite concentrar as microfildrias através da filtracdo de
sangue. A observacdo do filtro corado ao microscopio permite a detecdo de
microfilarias e a diferenciagdo morfoldgica dos parasitas. Apesar de ser uma técnica
sensivel, ndo ¢ a técnica referéncia para a identificagdo das microfilarias (Genchi et

al., 2007; Meireles et al., 2014).

* Técnica de concentracao de Knott modificado (Figura 11): Permite diferenciar as
espécies de microfildrias presentes no sangue através da avaliagdo morfologica. A
técnica envolve a lise dos eritrocitos ap6s adigdo de formol a 2% e centrifugacao,
permitindo uma melhor visualizacdo das microfilarias. O facto de esta técnica
permitir concentrar as microfilarias aumenta a sensibilidade e especificidade sendo a
técnica normalmente escolhida para detetar a sua presenca (Genchi et al., 2007;

Meireles et al., 2014).
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Figura 11: Extremidades posteriores de microfilarias de Dirofilaria immitis (esquerda) e de
Dirofilaria repens (direita) visualizadas pela técnica de concentragdo de Knott modificada. Fonte:
Giangaspero et al. (2013).

* Coloracio pela técnica da Fosfatase Acida: a diferente atividade da Fosfatase
Acida em diferentes locais do corpo das microfilarias consoante a espécie permite
identificar a espécie. A técnica € realizada através de um esfregaco de sangue corado
com um substrato de Fosfatase Acida e analisado ao microscopio (Genchi et al.,
2007; McCall et al., 2008). A microfilaria da espécie D. immitis apresenta dois locais
de atividade da Fosfatase localizados no poro anal e poro excretor (Figura 12A)
enquanto a microfilaria de D. repens apresenta apenas um local de atividade

localizado no poro anal (Figura 12B)(Genchi et al., 2007).

Figura 12: Microfilarias de Dirofilaria immitis (A) e Dirofilaria repens (B) visualizadas pela técnica da
Fosfatase Acida. Fonte: Alho et al. (2012b) e Hellmann et al. (2011).

1.1.6.2. Métodos serologicos

Os métodos seroldgicos para dete¢do de anticorpos e de antigénios apresentam
maior sensibilidade e especificidade comparando com os outros métodos de
diagnostico, sendo capazes de detetar a presenga de infecdes ocultas. Estes métodos sdo
normalmente os de referéncia para determinar a presenca da infe¢do mas requerem

outros métodos para complementar o diagndstico (Genchi et al., 2007; AHS, 2014).
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Detecdo de anticorpos especificos

Os métodos de detecdo de anticorpos especificos, normalmente realizados
através da técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) detetam a presenga
de anticorpos anti-Dirofilaria produzidos pela exposi¢do parasitaria ao sistema
imunitario do hospedeiro. No entanto ndo sdo métodos usados no diagndstico em caes
pois ndo detetam apenas infecdes presentes mas também anticorpos de infe¢des que ja
poderdo ter sido tratadas com sucesso mas onde ainda exista persisténcia de anticorpos
(Goodwin, 1998).

Nos gatos ¢ possivel realizar testes de pesquisa de anticorpos com kits
comerciais, detetando a presenca de parasitas (adultos e/ou imaturos) no animal. Estes
testes apresentam uma grande sensibilidade e podem detetar infe¢cdes 2 meses poOs-
infecdo, no entanto, a sua interpretacdo ¢ complicada podendo também ocorrer a
presenca de anticorpos anti-Dirofilaria em gatos ja curados (Genchi et al., 2007).
Apesar destas desvantagens este tipo de método ¢ mais fidvel para a dete¢do de infecdo

em gatos do que os métodos de detec@o de antigénios (Nelson, 2008).

Detecdo de antigénios

Os métodos de detegdo de antigénios consistem em técnicas como ELISA e
imunocromatografia e normalmente sdo utilizados como os métodos de referéncia para
infegdes ocultas causadas por D. immitis nos cdes (AHS, 2014), ndo detetando infe¢des
por D. repens (Luigi et al., 2011). Os testes disponiveis detetam apenas a presenga de
antigénios de fémeas adultas, ndo existindo até agora testes que detetem a presenga de
infegdes causadas apenas por parasitas machos (Venco, 2007). A maioria dos testes
utilizados atualmente permitem a dete¢do de infe¢des ocultas apresentando uma
especificidade de aproximadamente 100%. Algumas técnicas permitem ainda, através
da intensidade da cor obtida na técnica de ELISA, estimar o numero de fémeas adultas
que se encontram a parasitar o animal (AHS, 2014). E possivel também utilizar este tipo
de método para verificar a eficicia do tratamento adulticida ja que o nivel de antigénios
circulantes diminui apos a morte dos parasitas. No gato este método ndo ¢ normalmente
utilizado ja que as infecdes nestes animais apresentam carga parasitaria baixa e, por

vezes, apenas a presenca de parasitas machos (Venco, 2007).
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1.1.6.3. Métodos moleculares

A técnica molecular da Reag¢do de Polimerizagdo em Cadeia (PCR) apresenta
uma alta sensibilidade e especificidade sendo possivel diferenciar varias espécies de
filarias que parasitam o c@o e o gato, através de primers especificos para regides do
Acido desoxirribonucleico (ADN) da microfilaria (Figura 13), podendo ser um método
utilizado quando ocorre anomalias nas microfildrias que ndo permitem a sua
identificacdo morfologica. Apesar de ser uma técnica muito especifica, apenas ¢ util
quando existe a presenca de microfilarémia ndo podendo ser utilizada em caso de
infe¢des ocultas. No entanto, devido ao seu alto custo de execu¢ao, ndo ¢ um método de

diagnostico geralmente utilizado (Casiraghi et al., 2006; Rishniw et al., 2006).

Figura 13: Amplificacdo da regido ITS2 das espécies Dirofilaria immitis (pogo2) e Dirofilaria repens (pogo3);
Marcador de pesos moleculares (pogol). Fonte: Rishniw et al. (2006).

1.1.6.4. Métodos complementares

Para além dos métodos acima descritos € necessario, por vezes, a utilizacao de
métodos complementares de diagnostico para confirmacdo do diagndstico e para

estabelecer um prognostico, no caso da infecao por D. immitis (Alho et al., 2012b).

* Radiografia: Permite estimar a severidade das lesdes pulmonares (Figura 14)
através da visualizacdo de alteracdes no formato dos ramos das artérias pulmonares
(alargado, tortuoso e truncoso) e alteragcdes no parénquima pulmonar. Em casos

graves, em que o coragdo esteja comprometido, ¢ possivel observar a dilatagdo direta

do coracao ( McCall et al., 2008; Alho et al., 2012b; AHS, 2014).
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Figura 14: Radiografia com infe¢do moderada e infecdo grave por Dirofilaria immitis. Fonte: AHS
(2014).

* Ecocardiografia: Técnica usada para visualizar as alteragcdes na anatomia e fungdo
cardiaca causadas quando a infe¢do ja se encontra no coracdo do animal e para
diagnoéstico de casos de Sindrome da Veia Cava (Figura 15). Nao ¢ um método de
primeira escolha para o diagndstico pois apresenta baixa eficdcia na detecdo de
infecdes leves e com baixa carga parasitaria sendo apenas utilizado quando outros
métodos sugerem infecdo severa (McCall et al., 2008; Bowman e Atkins, 2009; Alho
etal., 2012b; AHS, 2014;).

DVUA 1 100%

Figura 15: Ecocardiografia de um cdo com presenca de vermes adultos na artéria pulmonar (setas). Fonte: Alho et
al. (2012b).

* Eletrocardiografia: Técnica usada apenas em casos de infe¢do severa, com
comprometimento do coracdo, permite a detecdo de arritmias (McCall et al., 2008;

Bowman e Atkins, 2009).
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1.2. Wolbachia spp.

Em meados de 1970, estudos em microscopia realizados em nematodes parasitas
detetaram a presenga de uma bactéria intracelular Gram-negativa, localizada no
aparelho reprodutivo das fémeas e cordas laterais de machos e fémeas (Figura 16)
(Bandi et al., 2001). Estudos posteriores identificaram esta bactéria como sendo
pertencente ao género Wolbachia ja descrita em 1924 por Hertig & Wolbach nos
tecidos reprodutivos de um mosquito Culex pipiens (Werren, 1997; Bandi et al., 1998).

Taxonomicamente esta bactéria pertence a ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae. De acordo com O’Neill (1992) o género Wolbachia (Hertig, 1936)
apresenta diferentes grupos/espécies: W. pipientis uma bactéria rickettsia-like
pertencente a subclasse 2a-proteobactérias; W. persica pertencente as y-proteobactéria
e, W. melophagi ainda pouco estudada, no entanto, ndo existe consenso entre as
espécies que pertencem ao género (Bandi et al., 2001; Taylor et al., 2005).

A espécie W. pipientis, a unica aceite atualmente como pertencente ao género,
encontra-se em toda a literatura consultada, designada apenas pelo seu género
(Wolbachia). Filogeneticamente os varios organismos infetados por Wolbachia podem
ser agrupados em diferentes supergrupos de A-K, os supergrupos A, B, E, H, I e K
compilam os artrépodes e C, D e J apresentam a totalidade dos neméatodes parasitas e o
supergrupo F agrupa artrépodes e nematodes parasitas como o género Mansonella. O
supergrupo G ndo apresenta consenso entre a comunidade cientifica, podendo ter sido
gerado como resultado de recombinacdo (Ferri et al., 2011). O género Dirofilaria spp.
encontra-se organizado no supergrupo C (Bandi et al., 2001; Taylor et al., 2005). Esta
organizagdo baseia-se na compara¢do de genes com o gene do ciclo celular Filamenting
temperatute-sensitive mutant Z (fstZ) e a regido 16 da pequena subunidade ribossomal
(16S rRNA) (Bandi et al., 1998, 2001).

A bactéria do género Wolbachia encontra-se dispersa por varios organismos,
cerca de 75% das espécies de artropodes apresentam esta bactéria e a quase totalidade
de neméatodes parasitas da familia Onchocercidae (Sironi et al., 1995; Bandi et al., 1998;

Taylor e Hoerauf, 1999).
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Figura 16: Cordas laterais de uma fémea Dirofilaria immitis (a) com presenga de Wolbachia spp. (b) pelo
método de imunohistoquimica. Fonte: Kramer et al. (2005).

Nos artropodes a presenca de algumas estirpes de Wolbachia esta associada a
alteragdes a nivel reprodutor, podendo os individuos infetados apresentar:
partenogénese, feminizagio de machos, incompatibilidade citoplasmatica (CI)* e perda
de embrides masculinos. Pode ainda verificar-se a existéncia de estirpes da bactéria (ex.
estirpe popcorn) que causam a morte, invadindo os tecidos do individuo infetado
(Taylor et al., 2005; Genchi et al., 2012).

Nos nemétodes parasitas a evolugdo da simbiose com a bactéria ¢ diferente,
ocorrendo uma infe¢do estavel e pressupdem-se de longa coevolucdo, contrariamente a
de alguns artrépodes onde ocorre a perda de infegdo. As espécies infetadas por
Wolbachia apresentam uma prevaléncia de 100% (Bandi et al., 2001; Taylor et al.,
2005), sendo esta uma das razdes que classificam a relacdo de simbiose entre estes
nematodes infetados e a bactéria como uma relagdo mutualista obrigatoria (Taylor et al.,
2005) onde a bactéria poderd desempenhar um papel fundamental nas fungdes
bioldgicas e reprodutivas destes nematodes (Bandi et al., 1998; Casiraghi et al., 2004).
A maioria dos agentes de filarioses de humanos e animais, como Onchocerca volvulus,
Brugia malayi, Dirofilaria immitis e D. repens apresentam a bactéria (Bandi et al.,
1998), estando a presenca desta descrita apenas nas subfamilias Onchocercinae e
Dirofilariinae, uma vez que até ao presente ndo se encontrou a bactéria em todas as
espécies destas subfamilias (Casiraghi et al., 2004; Taylor et al., 2005).

A bactéria pode ser encontrada em todos os estddios do nemdatode ocorrendo

variagdes na sua quantidade durante o ciclo de vida e de verme para verme. Em estudos

Z Incompabilidade reprodutiva entre o esperma e o 6vulo. Pode ocorrer quando machos infetados por
Wolbachia fertilizam 6vulos nao infetados (CI unidirecional) ou um macho e uma fémea apresentam
infecdes por estirpes diferentes da bactéria (CI bidirecional) (Werren, 1997).
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realizados em Brugia malayi, foi observado que a variacdo da populacdo bacteriana
apresentava um racio baixo e estitico na fase de desenvolvimento no vetor e na
passagem para o mamifero ocorria um aumento rapido, encontrando-se a maior
quantidade de bactérias na primeira fase de infecdo no hospedeiro definitivo. A
presenca da bactéria apenas nos tecidos reprodutivos das fémeas (ovarios, oocitos e
embrides) e a sua auséncia nos machos permite assumir que a passagem da bactéria
entre geracdes ocorra verticalmente através do citoplasma do ovo (Taylor e Hoerauf,
1999).

Alguns estudos sugerem que o nematode possa contribuir na relagdo mutualista

com a bactéria fornecendo a esta aminodcidos para o crescimento bacteriano (Simon et

al., 2012).

1.3. Interacao Dirofilaria spp.-Wolbachiaspp.

Através da aplicagdo da técnica molecular PCR, Sironi et al. (1995)
identificaram a bactéria presente na filaria D. immitis como sendo pertencente ao género
Wolbachia. A relagdo simbiotica entre D. immitis € Wolbachia evidenciou pela primeira
vez a presenca destas bactérias fora do filo Arthropoda (Bandi et al., 1998). A relagdo
simbidtica entre a bactéria e os nematodes parasitas encontra-se descrita por varios
autores, sendo aceite que as filarias necessitam das bactérias para o seu
desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia (Bazzocchi et al., 2000).A presenga de
um numero mais elevado de bactérias durante as fases de embriogénese e
desenvolvimento larvar, principalmente em L4, realca o papel importante da relagdo de
simbiose entre a bactéria e o nematode, sugerindo que esta seja necessaria para a
invasdo das células animais (McCall et al., 2008). O tratamento com antibidtico em
animais coinfetados por estes nematodes e Wolbachia causa modificagdes no nematode,
ocorrendo inibi¢des reprodutivas e do desenvolvimento larvar (Taylor et al., 2005).
Segundo alguns autores (Taylor e Hoerauf, 1999), as alteragdes observadas no verme
apods tratamento com o antibidtico confirmam a dependéncia do nematode em relacdo a

bactéria para a sua sobrevivéncia.
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Resposta imunoldgica na presenca de Dirofilaria spp.

Durante uma infecdo por um nemadtode parasita, como Dirofilaria spp., ocorre a
ativacdo e polarizagdo da resposta imune (Figura 17) sendo desencadeada uma resposta
imune humoral de tipo Th2 com produgdo de anticorpos do tipo IgG; (Marcos-Atxutegi
et al., 2003; Tezuka et al., 2003; Day, 2007). Este tipo de resposta ¢ estimulado na
presenca de antigénios de Dirofilaria spp. e carateriza-se pela producdo de citoquinas
pro-inflamatérias como interleucina (IL) 4 e IL-10 que inibem uma resposta imune
celular (Thl) e estimulam uma resposta Th2 (Tezuka et al., 2003; Simoén et al., 2012).

A presenga de microfilarias circulantes esta relacionada com o aumento das
citoquinas IL-4 e IL-10 que tém um papel imunossupressor no individuo infetado,
permitindo que os vermes atinjam o estado adulto e apresentem uma elevada
longevidade (Morchon et al.,, 2007; Simén et al., 2012). Esta longevidade pode,
também, ser explicada pela capacidade destes nematodes modular e suprimir a resposta
imunitaria do individuo infetado através dos seus produtos de excrecdo-secreciao
(Tezuka et al., 2003). Ativando mecanismos de sobrevivéncia estes parasitas
conseguem ‘’escapar’’ ao sistema imunologico (SI) do hospedeiro através, por exemplo,
da captura de componentes da resposta imunitiria pela cuticula do verme adulto
(plaquetas, anticorpos do tipo IgG, moléculas do sistema complemento) que permitem
diminuir/mascarar a reatividade dos seus antigénios.

A resposta mediada por anticorpos ¢ eficaz na elimina¢do de microfilérias,
ocorrendo a ligagdo de neutréfilos e a sua eliminagdo por mecanismos citotoxicos, mas

sem consequéncia para os vermes adultos.
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Figura 17: Ilustragdo da resposta imunitaria ativada na presenca de Dirofilaria spp. Fonte:
adaptado de Simon et al (2012).
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Resposta imunoldgica na presenca de infecdo com Wolbachia spp.

Ap0s a libertagdo de bactérias Wolbachia spp. no decorrer das mudas durante o
desenvolvimento do parasita ou apds a sua morte, por agdo do SI, tratamento
antiparasitario ou morte natural (Bandi et al., 2001; Taylor et al., 2005), ocorre a
polarizacdo de uma resposta imune celular do tipo Thl (Figura 18) (Bandi et al., 2001;
Bazzocchi et al., 2003). O componente da bactéria que induz uma maior resposta no
individuo infetado ¢ a proteina de superficie da Wolbachia (WSP) (Kramer et al., 2005),
sendo a resposta caracterizada pela libertagdo de interferdo-gama (IFN-y), fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-1, 6xido nitrico (NO) e anticorpos do tipo I1gG,. Os
componentes da bactéria estimulam ainda a resposta imune inata com a participagdo de
macrdofagos, neutrdfilos e o recrutamento de moléculas de adesdo e migragdo
leucocitaria que contribuem para o aumento da resposta inflamatoria (Marcos-Atxutegi
et al., 2003; McCall et al., 2008; Simon et al., 2012). A bactéria Wolbachia spp. esta
associada a uma resposta inflamatoria e imunomoduladora durante as infe¢cdes por D.

immitis.
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Figura 18: Ilustragdo da resposta imunitdria ativada na presenca de Wolbachia spp. Fonte:
adaptado de Simon et al (2012).
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Resposta imunoldgica na infecdo Dirofilaria spp.-Wolbachia spp.

O tipo de resposta imunoldgica polarizada pelos antigénios na infegdo
Dirofilaria spp.-Wolbachia spp. estd relacionado com a sobrevivéncia ou a morte dos
parasitas presentes. As manifestacdes patoldgicas associadas a estas infegdes estdo
relacionadas com o tipo de resposta imunologica, sendo descrito por alguns autores
(Simon et al., 2001) que a intensidade da resposta imunologica contra a infe¢ao por D.
immitis esta relacionada com a progressao e severidade da doenga (Simon et al., 2007).

Alguns estudos (Nakagaki et al., 1993) mostram a presenca de WSP em varios
tecidos de caes que morreram da infe¢do por D. immitis, como nos pulmdes, no figado e
nos rins. Neste estudo foi observada a presenca destes componentes da bactéria em
glomerulopatias, sendo associada a presenga WSP a patologia renal.

Apesar dos antigénios da bactéria estimularem uma resposta inflamatéria, a
presenca de antigénios de Dirofilaria spp. também podem estimular esta resposta
(Simon et al., 2012).

A resposta estimulada na infecdo Dirofilaria spp.-Wolbachia spp. nao se
encontra ainda bem esclarecida devido a sua alta complexidade (Kramer et al., 2005). O
conhecimento da patogenia causada pela bactéria pode levar a um melhor conhecimento
da patologia associada a dirofilariose possibilitando novas estratégias de tratamento

para o controlo das filariases (Taylor, 2002).

1.4. Profilaxia e Tratamento da dirofilariose

A quimioprofilaxia realiza-se com recurso Lactonas Macrociclicas, por via oral
(ivermectina e milbemicina oxima) ou cutdnea (moxidectina e selamectina). O regime
de profilaxia deve ser efetuado com intervalos de 30 dias de 6 em 6 meses ou todo o
ano, sendo este ultimo o mais aconselhado em zonas endémicas (caso de Portugal). O
uso de profilaxia permite a reducdo da prevaléncia da doenca, diminuindo os
reservatorios e consequentemente tem um efeito de controlo para cdes e gatos que ndo
estejam neste regime, além de prevenir contra outros parasitas intestinais e

ectoparasitas. (McCall et al., 2008; AHS, 2014).
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O tratamento da dirofilariose por D. immitis tem como principal objetivo a
remocdo de todos os estadios do parasita (microfilarias, larvas L3, L4, L5 e vermes
adultos) evitando ao maximo lesdes e complicacdes associadas. Inicialmente ¢ feito um
tratamento microfilaricida, com recurso a Lactonas Macrociclicas que apresentam a¢ao
contra microfildrias, larvas L3 e L4 e em uso prolongado a vermes adultos. Apds 2
meses ¢ iniciado um tratamento adulticida, utilizado Melarsomina (Melarsomine
Dihydrochloride) centrado na eliminagdo de vermes adultos. Cada tratamento tem os
seus riscos associados sendo necessaria a administracdo de outros farmacos para
minimizar as complicag¢des associadas a morte dos parasitas (AHS, 2014).

Um tratamento centrado na eliminacdo da bactéria Wolbachia spp. permite
reduzir as reagdes adversas nos animais em tratamento contra a dirofilariose ja que um
antibiotico (como a doxyciclina) reage contra as vias metabolicas da bactéria e ndo
contra as vias metabodlicas do nematode (Taylor et al., 2005). A utilizagdo de um
antibidtico permite reduzir a quantidade de bactérias Wolbachia spp. em todos os
estadios do parasita. O uso combinado deste com o tratamento microfilaricida permite
suprimir as microfilarias libertadas pelos vermes adultos e aumenta a eficicia do
tratamento, sendo mais eficaz na eliminacdo da bactéria e tendo um efeito de supressao
da embriogénese e diminuindo a viabilidade dos vermes adultos. O uso deste antibidtico
reduz o risco de lesdes pulmonares associadas & morte dos parasitas quando ocorre o
tratamento com adulticida, diminuindo a taxa de mortalidade associada ao tratamento de
dirofilariose e, reduzindo o risco de choque anafilatico apos a libertagdo massiva de
bactérias no organismo do individuo infetado pela morte das microfilarias e de adultos
(Bandi et al., 2001; Dingman et al., 2010; AHS, 2014). A quantidade de bactérias apds
o tratamento mantém-se baixa até 12 meses. O antibidtico deve ser administrado
durante 4 semanas ap6s a detecdo da infecdo parasitiria em conjunto com o tratamento
microfilaricida (AHS, 2014).

Por vezes em infegdes graves (no caso de Sindrome de Veia Cava) ocorre a
remocdo dos vermes adultos cirurgicamente da veia cava e/ou camara direita do
coracgdo, sendo posteriormente o cdo sujeito ao tratamento adulticida mas com menos
probabilidade de complica¢des pulmonares (McCall et al., 2008; Bowman e Atkins,
2009).
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No gato o tratamento contra dirofilariose s6 deve ocorrer na presenca de
sintomatologia, ndo estando bem definidas as contraindicagdes aos farmacos
antiparasitarios utilizados (Bowman e Atkins, 2009; Alho et al., 2012b). O tratamento
microfilaricida e adulticida estdo contraindicados devido ao risco de choque anafilatico
e a alta toxicidade dos farmacos (no caso da melarsomina), sendo também, a remogao
cirargica desaconselhada devido ao tamanho diminuto da veia cava do gato. O
tratamento mais indicado no caso do gato ¢ o uso de corticoesterdides para controlo dos
sintomas (Alho et al., 2012b).

O tratamento de dirofilariose causado por D. repens apresenta um regime de
farmacos semelhante ao usado para D. immitis no cdo, sendo possivel remocao cirirgica
dos vermes tanto no cao como no gato (Alho et al., 2012b). No entanto este tratamento

ndo se encontra bem descrito (Giannelli et al., 2013).
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Objetivos

O lugar que os animais de companhia ocupam na sociedade atual, obriga a que
os seus cuidadores lhes dediquem um maior cuidado e preocupacdo, pelo que o
diagnoéstico precoce de determinadas doencas, a pesquisa de novos farmacos e o
desenvolvimento/adaptacio de tratamentos que possibilitem o seu bem-estar e
longevidade tem sido crescente. Como referido, a dirofilariose tem aumentado a sua
incidéncia nestas populagdes e a presenca das bactérias Wolbachia spp. nestes parasitas
agravam a patologia. Atendendo a que a sua detegdo ¢ feita por técnicas moleculares
exigindo recursos materiais com alguma complexidade, a identificagdo de potenciais
biomarcadores da presenga de Wolbachia spp. em animais infetados ou suspeitos de
dirofilariose, por técnicas mais simples, pode ser uma ajuda importante na pratica
veterindria para uma abordagem terapéutica de menor risco, com efeitos secundarios
menos graves, principalmente nos casos de cargas parasitdrias mais elevadas.

O presente trabalho tem como objetivo principal contribuir para o melhor
conhecimento sobre a intera¢do Dirofilaria spp.-Wolbachia spp., a nivel imunolégico

pelo que foram definidos os seguintes objetivos especificos:

1. Caracterizar o perfil da resposta imune em caes infetados com Dirofilaria spp.-

Wolbachia spp.;

2. Identificar biomarcadores preditivos de infecdo por Wolbachia spp.
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3.1. Caracterizacio demografica das amostras

O presente estudo integra-se no projeto ‘’Ecoepidemiologia da Dirofilaria
spp.”’. A populagdo analisada foi constituida por individuos da espécie Canis lupus
familiaris presentes em canis e associagdes de protecdo de animais, com idade superior
a 6 meses e a cada individuo amostrado foi realizado um exame do estado clinico geral
(como a procura de alteragdes cardiacas através da auscultacdo) e uma colheita de
sangue periférico pelos médicos veterinarios (Alho et al., 2014).

Foram analisadas 245 amostras de sangue total com EDTA (conservadas a
-20°C) das quais 123 positivas® para D. immitis ¢ 122 negativas, selecionadas
aleatoriamente com base no programa SPSS correspondentes a caes examinados em 9
distritos de Portugal Continental (Figura 19). As amostragens foram realizadas de

Outubro de 2011 a Agosto de 2014.

Braganca
0% (0/27)

Guarda
7.1% (1/14)
Coimbra

12.7% (34/268) Castelo Branco

2,5% (1/40)

Santarém

Portalegre
15,6% (71/455)

0% (0/46)

Evora
0% (0/44)

Setubal

Beja
22,7% (35/154)

9,1% (4/44)
. 2014
. 2011-2013

Faro
2,7% (1/37)

Figura 19: Mapa de Portugal Continental com os distritos amostrados durante o projeto e prevaléncias dos
cées positivos para Dirofilaria immitis. Ilustragdo: Carlos Pereira.

3 Dirofilaria immitis foi detetada em 146 (13,2%) soros, no entanto s foi possivel utilizar 123 soros.
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3.2. Pesquisa de infecdo por Dirofilaria spp. e Wolbachia spp.

As amostras de sangue utilizadas foram previamente examinadas para detecao
de Dirofilaria spp. por métodos imunoldgicos, parasitologicos e moleculares, utilizando
as seguintes técnicas: teste serologico comercial WITNESS® Dirofilaria, Técnica de
Knott modificado, Técnica das Fosfatases Acidas (Genchi et al., 2007) e técnica de
PCR. No presente estudo foi realizada a técnica PCR em amostras referentes ao ano de

2014 (ndo analisadas anteriormente) para dete¢do de D. immitis € Wolbachia spp.
3.2.1. Extracao de ADN

Para a detecdo molecular de Dirofilaria spp. € Wolbachia spp. procedeu-se a
extracdo de ADN genomico, segundo o método adaptado do protocolo de Stothard e
colaboradores (1996), o qual apresenta uma comprovada efic4cia, baixo custo e facil
execucdo, sendo regularmente utilizado no laboratério molecular de Helmintologia e

Malacologia Médicas (HMM).

Primeiramente o Tampao CTAB (100 mM Tris-HCI — Amresco®, pH 8.0, 1,4AM
NaCl — Panreac”, 20 mM EDTA — Amresco”, 2%Cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) — Amresco”, 0,2% 2-mercaptoetanol - Amresco”) foi aquecido na estufa
durante 10 minutos a 56°C. Em tubos eppendorf de 1,5 ml colocou-se 100 pl da amostra
de sangue, 600 pl de tampdo CTAB e 10ul de Proteinase K (20 mg/ ml — Bioline®™).
Homogeneizou-se cada amostra, com o auxilio de setas estéreis e em seguida incubou-
se durante 1 hora e 30 min a 55°C e agitando de 15 em 15 min. Apos a incubacdo
adicionou-se 600 pl de Cloroférmio: Alcool Isoamil (24:1) agitando logo de seguida por
inversdo durante 2 min e efetuando seguidamente uma centrifugacdo rapida.
Posteriormente, adicionou-se 800 pl de etanol gelado em tubos de eppendorf novos e
retirou-se 0 sobrenadante obtido na centrifugagdo para esses tubos, centrifugando
posteriormente a 13 000 rpm durante 20 min. Seguidamente descartou-se o
sobrenadante e lavou-se o pellet formado com 500 pl de etanol a 70%, realizando de
seguida uma nova centrifugacdo de 15 min a 13 000 rpm. Por fim retirou-se o
sobrenadante total, deixou-se secar o pellet na estufa (no maximo 15 min) e adicionou-

se, depois de seco, 50 pl de tampdo TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0
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AppliChem®) para reidratar o pellet. Para assegurar que a extragdo foi bem sucedida,

realizou-se a quantificagdo do ADN de cada amostra, utilizando o aparelho Nanodrop-

1000 V3.7.1.

3.2.2. Detecao de Dirofilaria spp.

Para detecdo de D. immitis foi realizada a técnica PCR, descrita por Rishniw et
al., (20006), utilizando-se primers especificos para a amplificacdo da regido do gene
ITS2 do ADN ribossomal (5.8S — ITS2 — 28S). O produto de amplificagdo esperado,
encontra-se na ordem dos 542 pares de bases (pb), utilizando — se para esta amplificacao
o primer forward (DIDR — F1) 5> AGT GCG AAT TGC AGA CGC ATT GAG 3’ e o
seu complementar, primer reverse (DIDR — R1) 5° AGC GGG TAA TCA CGA CTG
AGT TGA 3°. As reagdes de PCR foram realizadas num volume final de 25 pl, usando
— se as seguintes concentracdes finais dos reagentes: 1xGreen GoTaq Flexi Buffer (5x —
Promega”); 6 mM MgCl, (Promega®); 1,2 mM de cada desoxirribonucleotideo
fosfatado (ANTP’s); 0,1 U GoTagq (5U/ul — Promega®™); 0,4 pM dos primers DIDR — F1
e DIDR — R1 e 2 pl de ADN, exceto o controlo negativo onde foi usada agua. Para
controlo positivo utilizou-se ADN de uma amostra confirmada para a presenca de D.

immitis.

O programa de amplificagio realizou — se no termociclador (AVISO® GmbH —
Mechanic Systems) com as seguintes condi¢des: um passo de ativacdo da Taq durante 2
minutos a 94 °C, seguido de 32 ciclos de desnaturagdo a 94°C durante 30 segundos,
hibridagao a 60°C durante 30 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos e um
passo final de extensdo durante 7 minutos a 72°C. Para confirmar se a amplificagdo
tinha sido bem sucedida realizou-se uma electroforese em gel de agarose (SeaKem® LE
Agarose — Lonza™) a 130 V, sendo para isso preparado um gel de agarose a 1%
utilizando tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA- AppliChem®), usado também como
tampdo de electroforese ¢ corado com brometo de etidio (Bio-Rad™). Em cada pogo
colocou-se 6 pl de cada produto de PCR, exceto no primeiro pogo onde foi colocado 5
ul de marcador de pesos moleculares (HyperLadder II — Bioline®™). O resultado final foi

visualizado no transiluminador Alphalmager HP System.

36



Materiais e Métodos

3.2.3. Detecao de Wolbachia spp.

Em todas as amostras positivas para D. immitis, considerando-se positiva
qualquer amostra que apresentasse pelo menos um teste positivo (serologico,
parasitologico ou molecular), realizou-se a dete¢do de Wolbachia spp. pela técnica de
PCR descrita por Rossi e colaboradores (2010).

Para o PCR utilizou-se os primers especificos (16Wolb), forward 5’-GAA
GAT AAT GAC GGT ACT CAC-3’ e Reverse 5’-GTC ACT GAT CCC ACT TTA
AAT AAC-3’ para uma regido do gene 16STRNA e com um produto de amplificagao
encontrado na ordem dos 1018 pb. As reagdes de PCR foram realizadas em Illustra™
puReTaq Ready-To-Go PCR beads (GE Healthcare™) num volume final de 25 pl,
adicionando-se uma concentracao de 0,8 pM de primers e 5 pl de ADN, com excecao
do controlo negativo onde se adicionou 4dgua. Para controlo positivo utilizou-se ADN de

uma amostra de sangue positiva para Wolbachia.

O programa de amplificagdo utilizado foi adaptado de Foster et al. (2008) por
Landum et al. (2014) e apresentava as seguintes condi¢des: um passo de ativagdo da
Taq durante 4 minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 15
segundos, hibridacdo a 58°C durante 30 segundos e extensdo a 72°C durante 2 minutos e
um passo final de extensdo durante 10 minutos a 72°C. Para confirmar se a amplificagao
tinha sido bem sucedida, realizou-se uma electroforese em gel de agarose (SeaKem” LE
Agarose — Lonza™) a 130 V, sendo para isso preparado um gel de agarose a 1%
utilizando tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA- AppliChem®), usado também como
tampdo de electroforese e corado com brometo de etidio (Bio-Rad). Em cada poco
colocou-se 6 pl de cada produto de PCR, exceto no primeiro pogo onde foi colocado 5
ul de marcador de pesos moleculares (HyperLadder 11 — Bioline®™). O resultado final foi

visualizado no transiluminador Alphalmager HP System.
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3.3. Analise da resposta imunoinflamatoria

Obtencdo de plasma a partir de sangue total com EDTA

De modo a obter plasma para a realizacdo da técnica de ELISA, diluiu-se cada
amostra de sangue total em CaCl, a 20%, na propor¢do de 1:50 e colocou-se a 4°C
overnight. Apds 24h centrifugou-se 956g durante 5-10 minutos e retirou-se o

sobrenadante, correspondendo este ao plasma (Bioactiva diagnostica).

Antigénio de Dirofilaria immitis

Para a anélise da resposta humoral utilizou-se o antigénio completo liofilizado
de verme adulto de Dirofilaria immitis (AgDi) preparado in house (HMM) reconstituido
em 1 ml de 4gua destilada desionizada (H>O dd).

Quantificacdo do extrato proteico total de D. immitis

Para a determinacdo da concentragdo proteica do AgDi utilizou-se o kit de
quantificagio de proteinas Bicinchronic Acid Kit for Protein-Sigma-Aldrich® de acordo
com as instrugdes do fabricante. O ensaio foi efetuado numa placa com 96 pocgos
(BRANDplates”™), os reagentes utilizados encontravam-se no kit de quantificagio. A
placa foi incubada durante 30 minutos a 37°C na estufa em agitagdo leve, medindo-se a
absorvancia a 562 nm no final da incubagdo. A concentragdo do AgDi, 462,8 ug/ml,

determinada a através da equacdo da reta, y=mx-+b.

3.3.1. Detecido de anticorpos IgG anti-Dirofilaria immitis por
ELISA

A técnica de ELISA indireta foi realizada em 245 amostras, 123 positivas e 122
negativos. O protocolo utilizado para a técnica descrita por Berg, Tymoczko e Stryer
(2002) e Harlow e Lane (1988) regularmente utilizado na Unidade de Clinica Tropical
(IHMT).
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Resumidamente, apos determinacdo da concentragcdo adequada, por titulagdo, de
AgDi, soros e conjugados; as placas de ELISA com 96 pogos (EIA/RIA Plate-Costar™)
foram sensibilizadas com AgDi (1 ng/ul, 100 pl/poco) diluido em Tampao Bicarbonato
pH 8,5 (NaHCO; 0,1 M) e colocada a 4°C em camara humida overnight. Ap6s 24h
efetuou-se a lavagem dos pocos, trés vezes, com 200 pl/pogo com Tampdao PBS
(Na;HPO4 0,0075M+Na;H,PO4 0,025M+NaCl 0,14M, pH 7,2)/Tween20 0,05% (PBST)
e bloqueou-se com 200 pl/pogo de Tampao de Bloqueio (PBS-Leite5%), incubando-se
durante 60 minutos a temperatura ambiente (T.A.) sob agitacdo. Apds nova lavagem
com PBST aplicaram-se as amostras de soro, na dilui¢do de 1:20 (bioactiva diagnostica)
e na dilui¢do 1:200 (soros obtidos apds a colheita) diluidos em Tampao PBST-leite
(PBS/Tween20 0,05%-leite 0,5%), nos pogos selecionados, a excecdo do pogo branco
onde foi colocado apenas Tampdo PBST-leite ¢ do poco Horseradish Peroxidase®
(HRP) que ficou vazio. A placa de ELISA incubou durante 60 minutos a T.A. sob
agitacdo. Posteriormente foram realizadas trés lavagens e incubou-se a placa com 100
ul/pogo de solugdo de anticorpo secundério, composta por IgG anti-canino (Sigma-
Aldrich®) numa diluigio de 1:10 000 diluida em Tampdo PBST-leite, durante 1 hora a
T.A e sob agitacdo. Seguidamente, foram realizadas cinco lavagens com PBST e
dispensados 100 pl/pogo de solugdo de substrato para HRP (10 mg de
ortofenilenodiamina (OPD)-Sigma-Aldrich® diluidos em 10 ml de Tampdo citrato pH 5
(Acido citrico 0,1 M + Fosfato diss6dico-Na,HPO4.12H,0 0,1 M) e 10 ul H,O, —Sigma-
Aldrich®), incubando-se durante 30 minutos ao abrigo da luz. No final da incubagio
adicionaram-se 50ul/pogo de solugdo STOP (H,NO4.4N) e mediu-se a densidade Optica
(D.O.) a 490 nm num leitor de placas (Microplate reader model 680 - Bio-Rad). A
leitura foi efetuada num intervalo de 30 minutos apds a adi¢ao da solugdo STOP.

Em cada placa de ELISA testada reservou-se um pogo para o ‘’branco’’, outro
para o controlo de HRP, dois pocos para os controlos positivos e quatro pocos para os
controlos negativos. Todas as amostras foram efetuadas em duplicado. O cut-off foi
calculado com base na média das absorvancias dos controlos negativos adicionada de
dois desvios padrao (X+2SD). Todas as amostras abaixo do cut-off foram consideradas

negativas e acima deste valor positivas.

4 A . . o~ . , . , .
Controlo para observar a existéncia de uma ligag@o inespecifica entre o extrato e o anticorpo secundario.
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3.3.2. Detecao de anticorpos IgG; e IgG, anti-Dirofilaria immitis
por ELISA

Para a detecdo das subclasses de anticorpos do tipo IgG; e IgG, utilizou-se o
protocolo e procedimentos acima mencionado com a variagdo nas dilui¢des, 1: 10 000 e
1: 25 000, respetivamente e a dilui¢do dos soros a 1:100. Testaram-se 164 amostras,
correspondentes a todas as amostras positivas para D. immitis € as amostras negativas

que apresentavam valor positivo para anticorpos do tipo IgG e valores proximo do cut-

off-

3.3.3. Detecdo da Proteina C-Reativa por ELISA

A detecdo e quantificacdo da Proteina C-Reativa (CRP) através da técnica de
ELISA foi realizada de acordo com o protocolo do Kit Canine C-Reactive Protein
(CRP) ELISA kit-BD Biosciences™. Um total de 88 amostras foram analisadas, 80
amostras positivas para D. immitis (infe¢do simples e coinfecdo com Wolbachia) e por
qualquer um dos testes descritos acima e oito amostras negativas escolhidas
aleatoriamente.

Através da equacdo da reta y=mx+b, foi tragada uma curva padrdo de modo a

obter a concentra¢do da CRP (ug/ml) em cada amostra testada.

3.4. Consideracées Etica e Legais

O projeto “Ecoepidemiologia de Dirofilaria spp: caracterizagdo molecular,
vetores potenciais e dindmica de transmissdo” (PTDC/SAUSAP/113523/2009), foi
aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA) a 15 de Fevereiro de
2013. As entidades municipais e privadas das regides alvo do estudo emitiram parecer
positivo para a realizacdo e elaboracdo de todas as fases do referido projeto. Todas as
pessoas e instituicdes envolvidas na realizagdo deste projeto, foram previamente
esclarecidas sobre o proposito e finalidade do mesmo. Os dados recolhidos durante a
realizacdo do projeto acima mencionado, estdo sujeitos a sigilo e confidencialidade.
Ap6s a devida andlise da informacao obtida, sera facultada aos respetivos responsaveis

das institui¢des envolvidas.
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3.5. Analise Estatistica

Para a organizagdo e andlise estatistica dos dados obtidos no presente estudo
foram utilizados os programas Microsoft Office Excel 2011 e IBM SPSS para Windows
8, respetivamente.

Para a andlise das varidveis qualitativas e quantitativas utilizou-se o teste de
Qui-Quadrado e os testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney). Sempre
que necessario utilizou-se o teste de correlagdo de Spearman para analise de associagao
entre os parametros parasitologicos (microfilarémia) e imunoinflamatorios (anticorpos

do tipo IgG, IgG; e IgG, e CRP). O nivel de significancia foi de 5%.
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4.1. Populacio canina analisada

4.1.1. Infecao por Dirofilaria immitis

Das técnicas utilizadas para o diagnostico de D. immitis no total de amostras de
sangue (n=1117) dos caninos — teste seroldgico comercial WITNESS® Dirofilaria,
Técnica de Knott modificado e técnica de PCR, a técnica de PCR foi a mais sensivel na
detecdo do parasita (Tabela 1). A técnica de Knott foi a que apresentou o grau de
concordancia mais elevado com a técnica de PCR (K=0,905; P<0,05) em comparacio
com a técnica serologica (WITNESS® Dirofilaria) em que o grau de concordéncia foi de
K=0,591 (P<0,05).

Tabela 1: Numero total de amostras analisadas para a dete¢do de Dirofilaria immitis pelos métodos de
WITNESS® Dirofilaria, Knott modificado e PCR em 10 distritos de Portugal Continental.

Detecao de D. immitis em relagdo aos métodos de diagnostico

Técnicas Positiva Negativa Prevaléncia %
WITNESS® Dirofilaria 81 1036 7,25
Técnica de Knott modificado 119 998 10,65
Técnica de PCR 128 989 11,46
Total (WT+Kn+PCR) 146 971 13,01

A amostra de soros selecionados (n=245) para a andlise da resposta
imunoinflamatdéria dos quais 123 positivos para D. immitis (parasitologica e/ou
serologicamente) e 122 negativos selecionados aleatoriamente com base no programa
SPSS, correspondia a nove dos dez distritos amostrados durante o projeto, sendo o
nimero de cdes do sexo feminino (128/245) ligeiramente superiores as do sexo
masculino (117/245). A média de idades da populacdo canina estudada era de 6 anos
com um erro padrdo de 3,2 anos, variando de 6 meses a 16 anos.

As 123 amostras positivas para D. immitis corresponderam a animais de sete
distritos sendo Santarém o distrito com mais caes infetados (60/123) e Castelo Branco,
Faro e Guarda os menos infetados (1/123). A infecdo foi superior nos machos com
52,8% (65/123) de positivos, enquanto as fémeas apresentaram uma prevaléncia de

47,2% (58/123). Do total de positivos, 79,7% (98/123) apresentavam microfilarias
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circulantes e 9,8% (12/123) tinham infecdo oculta. Os valores de microfilarémia foram
categorizados em leve (1-4 microfilarias (mf) por 20 pul de sangue), moderada (5-20
mf/20 pl de sangue) e elevada (mais de 20 mf/20 pl de sangue - Tabela 2) sendo
predominante a presenca de animais com microfilarémia leve (1-4 mf/20 pl de sangue)

correspondendo a 57,7% (71/123).

Tabela 2: Grau de microfilarémia nos sangues de cdes infetados com D. immitis.

Microfilarémia

(em 20 pl de sangue) Prevaléncia de caes infetados

Negativo 10,6% (13/123)

1-4 mf 57,7% (71/123)
5-20 mf 9,8% (12/123)
>20 mf 12,2% (15/123)

4.1.2. Presenca de Wolbachia spp. em amostras positivas para D.

immitis

Em todas as amostras positivas para D. immitis foi realizada a técnica de PCR
para a detecdo da bactéria Wolbachia spp. Foram encontradas 23 amostras positivas
para Wolbachia spp. correspondendo a uma prevaléncia de 18,7% (23/123) e onde
60,9% (14/23) correspondiam a animais do sexo masculino e 39,1% (9/23) ao sexo
feminino. A coinfecdo foi predominante nos animais com idade superior a 2,5 anos
(Figura 20).
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Figura 20: Coinfecdo de D. immitis-Wolbachia spp. em relagao a idade.
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4.2. Caracterizacio da analise imunoinflamatodria

4.2.1. Resposta imune humoral — anticorpos IgG anti-D. immitis

Das 245 amostras de soro testadas pela técnica de ELISA para detecdo de
anticorpos IgG anti-Dirofilaria immitis, 33,5% (82/245) apresentaram niveis séricos
superiores ao cutoff (D.O. > 0,347) e 66,5% (163/245) valores inferiores. Os animais
parasitados apresentavam niveis de anticorpos IgG superiores (sem diferengas
significativas) em comparagdo com os negativos para D. immitis (Figura 21). Em
relacdo a microfilarémia verificou-se uma correlacdo positiva mas nao significativa
(coeficiente de Spearman r,=0,048, P>0,05) com o nivel de anticorpos do tipo IgG; com
efeito, quanto maior o nimero de microfilarias sanguineas mais elevados eram os niveis

de anticorpos IgG anti-D. immitis (Figura 22).

o (o}
1.2 T
o
1,0 8
£ o
o
D
<t
o
. (S
Q, |
o
K=
47
o 1 1
T T
Negativo D. immitis

Presenga de D. immitis

Figura 21: Niveis séricos de anticorpos IgG na auséncia e presenga de infecdo por Dirofilaria immitis.
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Figura 22: Niveis séricos de anticorpos IgG anti-Dirofilaria immitis em relagdo a
microfilarémia.

Contudo, a presenga de Wolbachia spp. parece alterar a resposta humoral dos
anticorpos tipo IgG (sem diferengas significativas) nomeadamente nos animais com
maior microfilarémia notando-se o decréscimo dos niveis de anticorpos IgG

inversamente proporcional a microfilarémia (Tabela 3 e Figura 23).

Tabela 3: Valores medianos da concentragdo de anticorpos IgG anti-Dirofilaria immitis na auséncia e presenca de
coinfe¢do com a bactéria Wolbachia spp.

Concentracio dos anticorpos de IgG (£ S.E.) na auséncia e presenca de
Wolbachia spp.

Microfilarémia

e 20 11 Al ) Sem Wolbachia spp. Com Wolbachia spp.

1-4 mf 0,160 (+ 0,51) 0,220 ( 0,22)
5-20 mf 0,060 (& 0,29) 0,880 (& 0,34)
> 20 mf 0,305 (+ 0,30) 0,130 (+ 0,61)
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Figura 23: Niveis séricos de anticorpos IgG em relagdo ao nimero de microfilarias circulantes na presenga e
na auséncia de coinfe¢do com a bactéria Wolbachia spp.

Quanto a comparagdo dos niveis de anticorpos do tipo IgG na coinfegdo D.
immitis-Wolbachia spp. em relagdo ao género apesar da sua ocorréncia ser superior nos
machos, a concentragdo de IgG era mais elevada nas fémeas o que poderd estar
associada a maior nimero de animais deste grupo com microfilarémia moderada

(Figura 24).
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Figura 24: Niveis séricos de anticorpos IgG na auséncia e presenca de coinfecdo em relagdo ao género dos
canideos analisados.
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Quanto a idade, os niveis séricos de IgG na presenga de coinfe¢do foram mais
elevados no grupo etario intermédio (2,5-4 anos) apesar da prevaléncia da coinfecdo ser

idéntica nos grupos etarios mais velhos (> 2 anos-Figura 25).
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Figura 25: Niveis séricos de anticorpos IgG na auséncia e presenga de coinfe¢do com a bactéria Wolbachia
spp. em relagdo a idade dos canideos analisados.

4.2.2. Resposta imune — anticorpos IgG; e IgG; anti-D. immitis

Um total de 164 amostras, 123 positivas para D. immitis e 41 negativas, foram
analisadas para a detecdo de anticorpos do tipo IgG; e IgG; pela técnica de ELISA. Em
64% (105/164) e 43,9% (72/164) das amostras foi detetada uma concentragdo de
anticorpos IgG; e IgG,, respetivamente, superior ao cutoff (D.O. > 0,101). Ao contrario
do observado para os anticorpos do tipo IgG os cdes com resultado parasitologico
negativo apresentaram niveis séricos de IgG; e IgG, superiores aos positivos para D.

immitis, com diferengas significativas (Mann-Whitney, P<0,05-Figura 26).
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Figura 26: Niveis séricos de anticorpos IgG; e IgG; na presenga e auséncia de D. immitis.

Analisado a relacdo com a microfilarémia verificou-se uma correlacdo negativa
significativa com os isotipos; com efeito quanto maior a microfilarémia menores eram

os niveis séricos de IgG; (r=-0,289, P<0,01) e de I1gG; (r-=-0,307, P<0,01-Figura 27).
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Figura 27: Niveis séricos de anticorpos IgG; e IgG; em relagdo ao numero de microfilarias circulantes na
presenca e na auséncia de Wolbachia spp.
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No entanto, a presenga de Wolbachia spp. parece ter uma influéncia na
concentragdo destas subclasses de anticorpos; nos casos de microfilarémia moderada a
concentragdo dos anticorpos IgG; e IgG, aumentava (sem diferengas significativas —
Mann-Whitney, P>0,05) diminuindo nos caes com microfilarémia mais elevada (Tabela

4, Figura 28 e Figura 29).

Tabela 4: Valores medianos da concentragdo de anticorpos IgG, e IgG, anti-D. immitis na auséncia e presenga de
coinfe¢do com a bactéria Wolbachia spp.

Concentracgao dos anticorpos de IgG; (£ S.E.) na auséncia e presenca de

Wolbachia spp.
Microfilarémia . .
{0 20 il i) Sem Wolbachia spp. Com Wolbachia spp.
1-4 mf 0,018 (£ 0,13) 0,074 (£ 0,23)
5-20 mf 0,033 (£ 0,38) 0,071 (£ 1,15)
> 20 mf 0,138 (£ 0,32) 0,067 (£ 0,25)
Concentracgio dos anticorpos de IgG; (£ S.E.) na auséncia e presenca de
Wolbachia spp.
Microfilarémia . .
T U Sem Wolbachia spp. Com Wolbachia spp.
1-4 mf 0,012 (£ 0,08) 0,059 (£ 0,035)
5-20 mf 0 (£0,06) 0,061 (= 0,82)
> 20 mf 0,024 (£ 0,11) 0 (£ 0,08)
* . * r © Wolbachia
W sem Wolbachia
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Figura 28: Concentracdo de anticorpos IgG; em relagdo a microfilarémia na presenga ¢ na auséncia de
coinfe¢do com Wolbachia spp.
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Figura 29: Niveis séricos de anticorpos IgG, em relagdo ao numero de microfilarias circulantes na
presenga ¢ na auséncia de coinfecdo com Wolbachia spp.

Como observado nos niveis de anticorpos IgG anti-D. immitis, nos casos de
coinfecdo (Wolbachia spp.) as fémeas apresentaram concentragdes de IgG; e IgG; mais

elevadas, apesar de ndo haver diferencas significativas (Mann-Whitney, P>0,05-Figuras

30 ¢ 31).
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Figura 30: Niveis séricos de anticorpos IgG; na auséncia e presenca de coinfecdo em relagdo ao género dos
canideos analisados.
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Figura 31: Niveis séricos de anticorpos IgG, na auséncia e presenca de coinfecdo em relagdo ao género dos
canideos analisados.

Relativamente a idade verificou-se que na presenca de coinfecdo os niveis de
IgG; mais elevados situavam-se no grupo etdrio intermédio (2,5-4 anos), tal como o
observado para a concentragdo dos anticorpos do tipo IgG (Figura 32). No caso dos
anticorpos do tipo IgG, ndo foram verificadas diferengas entre os niveis de anticorpos

IgG; e a presenca de coinfe¢do em cada grupo etario (Figura 33).
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Figura 32: Concentragdo da IgG; na auséncia e presenca de coinfe¢do com a bactéria Wolbachia spp. em
relagdo a idade dos canideos analisados.
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Figura 33: Niveis séricos da IgG, na auséncia e presenga de coinfecdo com a bactéria Wolbachia spp.
comparativamente a idade dos canideos analisados.
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4.2.2. Analise da Proteina C-Reativa nos soros dos canideos

A detecdo da proteina C-Reativa (CRP) pela técnica de ELISA foi feita nos
seguintes soros: D. immitis positivo-Wolbachia spp. negativo (n=58); D. immitis-
Wolbachia spp. positivo (n=23) e nove soros sem qualquer infe¢do (negativos). O
aumento dos niveis de CRP verificou-se nos casos de coinfecdo, com diferengas

significativas (Mann-Whitney, P<0,05) (Figura 34).

16,07

>
o
1

CRP (D.0. 450 nm)

IS
o
1

10,01

T T
Negativo D. immitis +/Wolbachiz - D. immitis +/Wolbachia +

Presenca de coinfecédo

Figura 34: Concentragdo da CRP (ug/ml) na presenca de infe¢do simples por D. immitis € na com coinfecdo D.
immitis-Wolbachia spp.

Para além disso, observou-se que a concentragdo da CRP estava correlacionada
positivamente (ndo significativa - coeficiente de Spearman r=0,032 P>0,05) com o

grau de microfilarémia (Tabela 5 e Figura 35).

Tabela 5: Valores medianos da concentragdo da CRP (ug/ml) na auséncia e presenca de coinfe¢do com a bactéria
Wolbachia spp.

Concentracio da CRP (= S.E.) no sangue dos canideos na auséncia e
presenca de Wolbachia spp.

Microfilarémia Sem Wolbachia spp. Com Wolbachia spp.
(em 20 pl de sangue) (ug/ml) (ug/ml)
1-4 mf 12,37 (+ 4,08) 13,40 (+£0,64)
5-20 mf 12,37 (£0,42) 14,12 (+4,39)
> 20 mf 12,67 (£0,42) 15,57 (£1,28)
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Figura 35: Concentracdo da CRP (ug/ml) em relagdo a microfilarémia na presenga e auséncia da bactéria
Wolbachia spp.

A semelhanca do observado para a resposta humoral (IgGs) a concentragdo da

CRP foi superior nas fémeas e na coinfecdo com Wolbachia (Figura 36).
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Figura 36: Concentragdo da CRP (ug/ml) na auséncia e presenga de coinfe¢do em relagdo ao género dos
canideos analisados.
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Um padrao idéntico verificou-se, também, em relacdo a idade; os caes do grupo
etario intermédio (2,5 a 4 anos) eram os que apresentavam concentragdo superior de

CRP tal como o observado para as IgGs (Figura 37).
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Figura 37: Concentragdo da CRP (ug/ml) na auséncia e presenca de coinfecdo com a bactéria Wolbachia
spp. em relagdo a idade dos canideos analisados.
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A patologia associada as filarioses estd relacionada com o tipo de resposta
imunolédgica induzida pelo parasita. Os antigénios de D. immitis desencadeiam uma
resposta humoral do tipo Th2 com producdo de anticorpos da classe IgG e subclasses
(IgGy). A presenga do endossimbionte Wolbachia spp. nos vermes de Dirofilaria spp.
induz uma resposta celular do tipo Thl, particularmente durante as fases de
desenvolvimento do parasita, com produ¢do de anticorpos do tipo IgG; (Bandi et al.,
2001; Taylor et al., 2005) e consequente agravamento da patogenia (Bazzocchi ef al.,
2003; Marcos-Atxutegi et al., 2003; Morchoén et al., 2004). Aquando a morte dos
vermes, apos terapéutica antiparasitaria, grandes quantidades de bactérias Wolbachia
spp. sdo libertadas no organismo, levando a reagdes anafilaticas que podem causar a
morte do animal parasitado.

A detecdo atempada de Wolbachia spp. antes de se iniciar o tratamento pode
diminuir a taxa de mortalidade e aumentar a eficacia do tratamento adulticida através da
administracdo de um antibidtico de largo espetro (Bandi et al., 2001; Dingman et al.,
2010; AHS, 2014). Contudo, ¢ fundamental a sua detecio por métodos simples e
sensiveis, em alternativa a técnina de PCR; esta ¢ descrita como a principal metodologia
para detecdo da bactéria, no entanto, apresenta altos custos de execu¢do. Com efeito, no
presente estudo, os métodos moleculares (técnica de PCR) apresentaram maior
especificidade e sensibilidade na detecdo de Dirofilaria immitis e Wolbachia spp. em
compara¢do com métodos seroldgicos e parasitologicos (Tabela 1; Pagina 43).

Na andlise da resposta imune, observou-se um aumento dos niveis de anticorpos
IgG anti-D. immitis na infecdo por D. immitis, sendo este aumento diretamente
proporcional ao grau de microfilarémia (Figura 22; Pagina 46). Estes resultados estdo
em concordancia com outros estudos (Simon et al., 2007) onde os autores descrevem
um aumento da produ¢do de anticorpos do tipo IgG na presenca de microfilarémia
comparativamente a animais negativos. Pelo contrario, verificou-se que os niveis
séricos das subclasses de anticorpos (IgG; e IgG,) eram superiores na auséncia de
infecdo (Figura 26; Pagina 49), o que se encontra em discordancia com outros trabalhos
(Simon et al., 2007, 2012). Estes autores descrevem um aumento dos anticorpos do tipo
IgG; na presenga de microfilarémia, sendo a resposta Th2 direcionada para infecdes
ativas e apenas em animais microfilarémicos enquanto anticorpos do tipo IgG, foram

detetados tanto em animais amicrofilarémicos e/ou com microfilarias circulantes e
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apenas contra antigénios da bactéria. Os valores mais elevados nas subclasses poderao
dever-se a presenca de outros nematodes parasitas que causem uma resposta ndo
especifica, ja que os cdes apresentam grande variedade de nematodes parasitas. Outra
razdo poderd estar relacionada com os métodos serologicos que detetam tanto infecdes
ativas como passadas, existindo nestes animais a presenca de anticorpos anti-D. immitis
mas ja ndo ser detetada microfilarémia. Neste estudo, observando os valores das
subclasses de anticorpos em relacdo ao grau de microfilarémia foi possivel constatar
ainda que, estes aumentaram com o nimero de microfildrias circulantes, apesar dos
niveis serem inferiores aos valores detetados em caes negativos (Tabela 4; Pagina 50).

Na presenga de coinfecdo D. immitis-Wolbachia spp. verificou-se um aumento
dos niveis de anticorpos do tipo IgG; e IgG, comparativamente aos animais apenas
infetados por D. immitis apesar de estes valores serem sempre inferiores aos dos
animais negativos (Tabela 4; Pagina 50). Relativamente a idade observou-se que os
animais com idade superior a 2 anos apresentavam maior nimero de infetados por D.
immitis e de coinfe¢do D. immitis-Wolbachia spp. (Figura 20; P4gina 44), no entanto,
os niveis séricos dos anticorpos IgGs (IgG, IgG;) eram mais elevados (sem diferengas
significativas) em cdes no grupo etario mais novo e infetado apenas por D. immitis
(Figura 25; Pagina 48, Figura 32; Pagina 52). Na presenca de coinfecdo D. immitis-
Wolbachia spp. a resposta humoral era mais intensa nos cdes com idades entre 2,5 e 4
anos. Comparando com outros trabalhos (Montoya et al., 1998; Weng, 2008;
Zimmerman et al., 2013) ao nivel parasitologico ¢ descrito um aumento da prevaléncia
de cdes infetados por D. immitis com o aumento da idade do animal e em consequéncia
da exposicdo a picada do vetor; no entanto, ao analisarem a resposta imunoldgica, estes
autores relacionam o aumento da idade com a diminui¢do da resposta humoral o que ¢
verificado nos nossos resultados. De acordo com os autores citados, este facto parece
resultar do estabelecimento de uma resposta efetora mediada por anticorpos 1gG e IgG;.
Quando a resposta na coinfecdo com a bactéria ndo se encontraram trabalhos
disponiveis para comparar com os nossos resultados.

Foram observadas, também, diferencas em relagdo ao género dos animais
analisados tendo os machos apresentado maior prevaléncia de infe¢do por D. immitis e
D. immitis-Wolbachia spp.; no entanto, analisando niveis séricos das IgGs verificou-se

que estes eram superiores nas fémeas quando na presenca de coinfe¢do. Segundo
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Montoya et al., 1998 a maior prevaléncia em machos ¢ expectavel pois estes sdo
normalmente utilizados como cdes de guarda, sendo esta avaliagdo apenas
parasitoldgica e ndo existindo uma analise da resposta imunologica que corroborem os
nossos resultados. A nivel parasitoldgico os resultados do presente estudo encontram-se
em concordincia com os autores referidos. O aumento dos anticorpos IgGs na presenga
de coinfecdo observado no nosso estudo pode ser devido ao maior niimero de fémeas
com microfilarémia moderada.

A proteina C-Reativa (CRP) ¢ uma proteina presente no plasma e produzida no
figado. Encontra-se agrupada no grupo de proteinas de fase aguda (APPs) incluidas no
sistema imunoldgico inato e que constituem uma das primeiras linhas de defesa do
organismo contra infegdes agudas ou cronicas, doencas inflamatorias, lesdes nos
tecidos, etc. A CRP ¢ umas das APPs ‘’positivas’> aumentando rapidamente a sua
concentragdo no sangue em resposta a estimulos inflamatérios produzidos pelo aumento
de algumas citoquinas no plasma (ex. Interleucina-6 (IL-6) e factor de necrose tumoral
alfa (TNF-a)) e diminuindo para niveis normais em média 1 a 2 semanas depois,
contrariamente as APPs ‘’negativas’’ que diminuem a sua concentragdo no sangue apos
a presenca de uma perturbacdo do equilibrio homeostatico do individuo (Paul et al.,
2011; Méndez et al., 2014; Venco et al., 2014). O aumento rapido (4-6 horas) dos niveis
de CRP apoés estimulo inflamatorio e posterior diminui¢do dos niveis no sangue do
individuo tornam esta proteina um biomarcador eficaz (com elevada sensibilidade e
baixa especificidade) para a dete¢do de varias doengas (Paul et al., 2011; Venco et al.,

2014).

Para um cdo saudavel a concentragdo média da CRP no sangue deve ser inferior
a 5 pg/ml (segundo alguns autores), ndo sendo este valor afetado pela idade ou sexo do
animal (Paul et al., 2011). No nosso estudo o valor da concentragdo de CRP minima
obtida foi de 10,34 pg/ml, verificando—se que os niveis de CRP no sangue nos caes
analisados encontravam-se aumentados independentemente da idade, sexo e existéncia
de infe¢dao. Foi observado um aumento da concentragao de CRP nos animais do sexo
feminino (Figura 35; Pagina 55), o que podera ser explicado por possivel gravidez de
algumas das fémeas analisadas (niveis de CRP no sangue aumentam durante a 1* fase de
gravidez em animais sauddveis, Unica altura em que existem diferengas entre a

concentragdo de CRP no sangue e o sexo do animal) (Paul et al., 2011). Ainda foi
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possivel observar que na presen¢a de coinfe¢do D. immitis-Wolbachia spp. os animais
apresentavam uma concentra¢do de CRP significativamente superior (Mann-Whitney,
P<0,05) a dos caes apenas infetados por D. immitis (Figura 35; Pagina 54). O aumento
da concentragdo de CRP na presenca da bactéria Wolbachia spp. pode ser explicado
pela resposta inflamatoria estimulada pela bactéria com o aumento de citoquinas pro-
inflamatorias caracteristicas de uma resposta celular Th1 (Marcos-Atxutegi et al., 2003;
Venco et al., 2014). Nao foram encontrados estudos onde se possa estabelecer uma
comparagao com 0s nosso resultados sobre o comportamento da CRP na presenca de ¢
coinfecdo D. immitis-Wolbachia spp. ndo sendo possivel corroborar ou excluir esta

associa¢ao como fator causal.

Verificou-se ainda que a concentracdo de CRP acompanhava o grau de
microfilarémia, apesar de ndo terem sido encontradas diferencas significativas
(coeficiente de Spearman r,=0,032 P>0,05). Os resultados do presente estudo estdo em
concordancia com outros trabalhos publicados (Méndez et al., 2014; Venco et al., 2014)
onde os autores descrevem existirem diferencas nos niveis de CRP entre animais

microfilarémicos e amicrofilarémicos.

Considerando que a CRP ¢ uma proteina de fase aguda de resposta inespecifica
o aumento da sua concentracdo pode dever-se a presenga de infegdes ou inflamagdes
concomitantes (Méndez et al., 2014) o que poderd justificar o aumento dos niveis de
CRP em animais sem a infe¢do por D. immitis e/ou Wolbachia spp. Com efeito, as
amostras utilizadas neste estudo provieram de animais presentes em canis e associagdes
onde a historia clinica do animal era desconhecida e em varios casos apresentavam
outras infec¢des (ex. Leishmaniose). Em relagdo a patologia, o aumento da concentracao
de CRP no sangue esta associado a hipertensdo e lesdes nas artérias, existindo uma
marcada diferenca na concentracdo da proteina (até 5 vezes o valor referéncia) entre
animais com manifestacdes clinicas como hipertensdo pulmonar e sem estas
manifestagdes (Venco et al., 2014). No nosso estudo ndo foram utilizadas técnicas
imagiologicas, no entanto, no momento da colheita os animais amostrados foram
sujeitos a anamnese onde foi feita auscultacdo para dete¢do de sopro no coracdo. Apesar

de poucos animais apresentarem alteracdes cardiacas, ndo foram encontradas diferencas
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entre concentragdo de CRP e a existéncia de sopro independentemente do estado
parasitoldgico dos animais.

Como referido anteriormente a metodologia molecular ¢ a mais aplicada na
detecdo da bactéria Wolbachia spp., no entanto, estes métodos acarretam altos custos e
necessitam de material especifico para a sua execu¢do. De acordo com 0s nossos
resultados e outros estudos (Venco et al., 2014) a CRP pareceu ser um bom
biomarcador para a dete¢do da bactéria e poderd ser usado no rastreio inicial para a
detecdo de Wolbachia spp. previamente a confirmagdo pela técnica de PCR. A sua
aplicagdo em exames complementares pelo método enzimatico podera tornar a detecao
da bactéria mais facil de executar e de menor custo do que a técnica de PCR, permitindo
uma resposta mais rapida o que serd util para o Médico Veterinario na abordagem
terapéutica da dirofilariose.

Para complementar os resultados obtidos no nosso estudo devera ser realizado
um estudo semelhante com a utilizagdo de antigénios de Wolbachia spp. (ex. WSP).
Além disso, através de técnicas imunologicas, como o método de immunoblotting
poderd efetuar-se uma melhor caracterizagdo de polipéptidos reativos para uma

avaliagdo mais completa do perfil da resposta imunoinflamatoria.
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