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RESUMO

IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE Acanthocheilonema
reconditum EM UM CANINO:
RELATO DE CASO

Autora: Ana Martiele Engelmann
Orientadora: Cinthia Melazzo de Andrade

Acanthocheilonema reconditum (A. reconditum), também conhecido como Dipetalonema
reconditum, € um helminto nematoide causador de filariose em cdes, que apresenta
distribuicdo global e produz microfilarias que circulam no sangue de seus hospedeiros
naturais. As filarias estdo preferencialmente alojadas no tecido subcutaneo e no tecido
perirenal de cées. Pulgas e piolhos sdo os hospedeiros intermediarios e vetores. Por ser um
parasita de baixa patogenicidade e por existirem outros nematoides filarideos que também
liberam microfilarias na corrente sanguinea, torna-se importante a distingdo entre eles por
meio da observacdo morfoldgica das microfilarias circulantes, deteccdo de antigenos
circulantes, coloracdo histoquimica ou imuno-histoquimica das microfilarias ou por
diagnosticos moleculares. Dentre os nematddeos que devem ser diferenciados do A.
reconditum, destacam-se a Dirofilaria immitis e Dirofilaria repens, que sdo reconhecidos
como o0s agentes causadores da dirofilariose cardiopulmonar e subcutanea em cées,
respectivamente. Este trabalho descreve um caso de infeccdo por A. reconditum em um céo,
diagnosticado por meio de exame citoldgico aspirativo por agulha fina (CAAF) de dois
nddulos cutaneos e por meio da técnica da gota espessa, sendo confirmado por PCR. Este
canino apresentava aumento de volume na regido perineal, nédulo no membro pélvico direito,
regido dorsal e face interna da orelha. A CAAF do aumento de volume perineal foi sugestiva
de adenoma/adenocarcinoma de glandula perineal, enquanto que o mesmo procedimento
realizado no membro pélvico foi compativel com mastocitoma. O material do nédulo costal e
da face interna da orelha, ao serem avaliados em aumento de 100x, demonstrou a presenca de
microfilarias morfologicamente sugestivas de A. reconditum. No entanto, o quadro clinico do
paciente se agravou em funcdo de uma possivel sindrome paraneoplasica relacionada com o
mastocitoma de segundo grau, o qual foi diagnosticado por meio da citologia e confirmado
pelo exame histopatoldgico, e ndo pela infeccdo por A. reconditum. Com este relato, pode-se
concluir que este parasito esta presente na regido de Santa Maria e que a diferenciacdo de seu
filarideo mais semelhante, a Dirofilaria immitis, é de suma importancia, pois a infeccdo por
A. reconditum ndo implica em terapia tdo dispendiosa e potencialmente agressiva como para
Dirofilaria immitis.

Palavras-chave: Microfilarias. Filarideos. Dipetalonema reconditum.



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF Acanthocheilonema
reconditum IN A CANINE:
CASE REPORT

Author: Ana Martiele Engelmann
Advisor: Cinthia Melazzo de Andrade

Acanthocheilonema reconditum (A. reconditum), also known as Dipetalonema reconditum, is
a nematode helminth that causes filariasis in dogs, which presents global distribution and
produces microfilariae that circulate in the blood of its natural hosts. The filarial worms are
preferably housed in the subcutaneous tissue and the perirenal tissue of dogs. Fleas and lice
are marked as the intermediate hosts and vectors. Due to the fact that it is a parasite of low
pathogenicity and because there are other filarial nematodes that also release microfilariae in
the Dbloodstream, it becomes important to distinguish between them by means of
morphological observation of the circulating microfilariae, detection of circulating antigens,
histochemical or immunohistochemical staining of microfilariae or by molecular diagnostics.
Among the nematodes that must be differentiated from A. reconditum are the Dirofilaria
immitis and the Dirofilaria repens, which are recognized as the causative agents of
cardiopulmonary and subcutaneous dirofilariosis in dogs, respectively. This paper describes a
case of A. reconditum infection in a dog, diagnosed by fine needle aspiration cytological
examination of two cutaneous nodules and through the thick blood smear technigue, being
confirmed by PCR. This canine presented volume increase in the perineal region, nodule in
the right pelvic limb, dorsal region and inner face of the ear. The CAAF of the perineal
volume increase was suggestive of adenoma / adenocarcinoma of the perineal gland, whereas
the same procedure performed on the pelvic limb was compatible with mastocytoma. The
material of the costal node and the inner face of the ear, when evaluated at a magnification of
100x, demonstrated the presence of microfilaria morphologically suggestive of A. reconditum.
However, the clinical manifestations of the patient probably worsened not by A. reconditum
infection itself, but due to a possible paraneoplastic syndrome related to second degree
mastocytoma, which was diagnosed by cytology and confirmed by histopathological
examination. With this report, it can be concluded that this parasite is present in the Santa
Maria region and that the differentiation of its most similar filarid, Dirofilaria immitis, is of
the utmost importance, since A. reconditum infection does not imply in such expensive and
potentially aggressive therapy as for Dirofilaria immitis.

Keywords: Microfilaria. Filarial nematodes. Dipetalonema reconditum.
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1 INTRODUCAO

Acanthocheilonema reconditum (A. reconditum) é um helminto pertencente a Classe
Nematoda, Ordem Spirurida, Superfamilia Filarioidea, Familia Onchocercidae, Subfamilia
Onchocercinae, Género Dipetalonema (MONTEIRO, 2011). E responsavel pela filariose em
caes e apresenta distribuicdo global, sendo encontrado como a Unica ou a mais prevalente
espeécie de filaroide que acomete cées, em varias areas geograficas da Bacia do Mediterraneo,
Oriente Médio, Africa do Sul, América do Sul e Oceania (MAZZOTTI e CHABAUD, 1962;
KORKEJIAN e EDESON, 1974; MINNAAR e KRECEK, 2001, PENNINGTON e PHELPS,
1969; BOREHAM e ATWELL, 1985; ORTEGA-MORA et al.1991; ARANDA et al.1998;
ALVES et al.1999; CRINGOLI et al. 2001; REIFUR et al. 2004).

Como hospedeiros intermediarios e vetores destacam-se as pulgas das espécies
Ctenocephalides canis, Ctenocephalides felis, Pulex irritans, Pulex simulans, Echidnophaga
gallinae e os mal6fagos (piolhos mastigadores) das espécies Trichodectes canis, Lingnathus
setosus e Heterodoxus spiniger (NEWTON e WRIGHT, 1956; NELSON, 1962;
PENNINGTON e PHELPS, 1969; BAIN e BEAUCOURNU, 1974; TORRES e
FIGUEIREDO, 2007). As microfilarias (mf) ingeridas durante o repasto sanguineo se
desenvolvem até larvas de terceiro estagio (L3) em 7 a 14 dias. Quando inoculadas em um
cdo, se desenvolvem até o estadgio adulto em dois a trés meses e passam a se localizar no
tecido subcutaneo (FARNELL e FAULKNER, 1978; LINDEMANN et al., 1983a).

Suas filarias (parasito adulto) estdo preferencialmente alojadas no tecido subcutaneo
principalmente dos membros e ao longo do dorso (NELSON, 1962), além disso, também
podem ser encontradas no tecido perirrenal (KORKEJIAN e EDESON, 1978). Os nematoides
da Familia Onchocercidae caracterizam-se por liberar mf na corrente sanguinea (MCCALL et
al., 2008). O fato de esses filarideos possuirem caracteristicas morfoldgicas semelhantes torna
importante a distingdo entre eles. O quadro clinico e a presenca ou ndo de lesdes patoldgicas
em cdes microfilarémicos constituem-se em uma das formas de distingui-los. Dentre os
nematodeos que devem ser diferenciados do A. reconditum, destacam-se a Dirofilaria immitis
e Dirofilaria repens, que sdo reconhecidos como 0s agentes causadores da dirofilariose
cardiopulmonar e subcutanea em cées, respectivamente (MCCALL et al., 2008).

Ambas as espécies de Dirofilaria spp. apresentam potencial zoonético e, na Europa,
sdo considerados agentes emergentes de zoonoses parasitarias, contudo o A. reconditum tem
sido relatado, ocasionalmente, também como um agente capaz de transmissdo para seres

humanos. Greene, Otto e Greenough (1978), descreveram, nos Estados Unidos, a ocorréncia



de microfilérias similares morfologicamente ao A. reconditum em uma paciente de 12 anos de
idade, portadora de Lupus Eritematoso Sistémico, a qual apresentou microfilaremia durante a
exacerbacdo da doenca. No mesmo pais, uma fémea de Acantocheilonema spp. foi removida
da camara anterior do olho direito de um homem com 32 anos de idade (BEAVER et al.,
1980). Os mesmos pesquisadores relataram trés outros casos de filariose intraocular causada
por Acanthocheilonema spp. com remocdo dos parasitos. Na Austrélia, Huynh, Thean e Maini
(2001) descreveram o achado de uma fémea adulta de A. reconditum com 32 mm de
comprimento, retirada viva e intacta do espaco subconjuntival do olho direito de um paciente
com 62 anos de idade.

Normalmente, a infeccdo por esse filarideo ndo apresenta consequéncias patoldgicas,
contudo, algumas alteracGes hematoldgicas podem ser observadas. No estudo realizado por
Lindemann et al. (1983a), com cdes experimentalmente infectados por A. reconditum, foi
demonstrado que alguns animais apresentaram contagens significativamente maiores de
leucdcitos e eosinofilos do que os cées do grupo controle. Em outro estudo realizado em uma
populacdo de cdes confinados em um abrigo municipal na Italia, no norte da Sicilia, apenas
um dos cdes altamente infectados com microfilarias morfologicamente sugestivas de A.
reconditum apresentou quadro hemorragico (BRIANTI et al., 2012). Estudos realizados por
Hashem e Badawy (2008) comprovaram presenca de anemia hemolitica acompanhada de
disturbios hepéticos e renais em 14 caes parasitados por A. reconditum.

O diagndstico laboratorial de infestacbes causadas por D. immitis, D. repens ou A.
reconditum é alcancado por meio da observacao morfolégica de microfilarias circulantes (mf-
c), deteccdo de antigenos circulantes (atualmente disponivel somente para D. immitis),
coloracdo histoquimica ou imuno-histoquimica de mf-c ou por diagndsticos moleculares.

Os procedimentos de deteccdo de mf incluem a técnica da gota espessa e a técnica de
Knott modificada, além da observacdo morfoldgica das mf em esfregacos sanguineos corados
(KNIGHT, 1977; NEWTON, 1956; IRWIN e JEFFERIES, 2004). A técnica da gota espessa
permite avaliar a motilidade das mf, e assim, caracteriza-se como uma ferramenta de
diferenciacdo entre as espécies (KNIGHT, 1977). Enquanto mf de D. immitis realizam
movimentos ondulantes do tipo serpentiforme, deslocando-se lentamente no campo, as larvas
de A. reconditum deslocam-se com maior rapidez, movendo-se erraticamente (JONES et al.,
2000).

A técnica de Knott modificada é considerada o método padréo-ouro, pois é de facil

execucao, rapida e de baixo custo que preserva a morfologia e o tamanho das mf, no entanto,



requer pessoal experiente, nem sempre disponivel em areas ndo endémicas (CASIRAGHI et
al, 2006). Essa técnica consiste na adicdo de um ml de sangue com EDTA a nove ml de
formalina a 2%. Ap0s a centrifugacdo por 5 minutos em 500 x g (Forca Centrifuga Relativa),
0 sobrenadante deve ser rejeitado e 20ul do sedimento transferido para uma lamina e coberto
com uma laminula. Posteriormente, a andlise morfométrica das mfs deve ser realizada em
microscopios de diagndstico padrdo equipado com oculares de medicdo calibradas com um
aumento final de 200-400 x (MAGNIS et al, 2013).

As caracteristicas morfologicas documentadas demonstram que as mf de D. repens
apresentam comprimento de 369,44 = 10,76um e largura de 8,87 £ 0,58um, com a
extremidade anterior conica e extremidade caudal curvada. J& as mf de D. immitis possuem
301,77 + 6,29um de comprimento e 6,30 + 0,26um de largura, com extremidade anterior
conica e cauda retilinea. Por sua vez, as mf de A. reconditum sdo mais curtas, mais delgadas e
possuem a cauda em gancho, apresentando comprimento de 264,83 + 5,47um e largura de
4,63 £ 0,52um (MAGNIS et al, 2013).

O diagnostico por meio da histoquimica também constitui-se em um método
confirmatorio, além de ser de facil execucdo. Chailifoux e Hunt (1971) identificaram dois
tipos distintos de mf por coloragdo da atividade da fosfatase acida. Microfilarias de D. immitis
evidenciam pontos vermelhos nitidos positivos para a fosfatase &cida no poro excretor e no
anus, enquanto que as mf de A. reconditum coram-se inteiramente de vermelho (Figura 1). As
mfs de D. repens mostram atividade da fosfatase acida exclusivamente no poro anal
(PERIBANEZ et al, 2001).

Figura 1 - A) Atividade da enzima fosfatase acida nos poros excretério e anal (setas) em
microfilarias de Dirofilaria immitis. B) Atividade da fosfatase acida uniforme em

microfilarias de Acanthocheilonema reconditum.
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Fonte: Adaptado de Chailifoux e Hunt (1971).
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O diagnoéstico molecular, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
permite a discriminacdo entre os principais nematoides filarideos encontrados em cdes, além
de ser altamente especifico. Favia et al. (1996); Mar et al. (2002); Rishniw et al.(2006)
reportaram a técnica da PCR, utilizando primers espécie-especificos para a discriminacao de
nematodeos filarideos. Casiraghi et al. (2006) e Ramos et al. (2016) utilizaram a mesma
técnica como diagnostico confirmatorio, porém com o uso de primers genéricos, para a
diferenciacédo entre D. immitis, D. repens e A. reconditum.

A terapia varia conforme o filarideo. Em casos de infeccdes causadas por D.
immitis, utiliza-se como tratamento adulticida o dicloridrato de melarsomina, composto
organico arsenical que tem acdo sobre vermes adultos jovens, machos (100%) e fémeas
adultas (96%) (RAYNAUD JP, 1992; ALMOSNY, 2002). Duas formas de tratamento com
drogas adulticidas sdo utilizadas, uma delas é o tratamento completo que consiste em duas
injecdes de 2,5mg/kg de melarsomina, via intramuscular, com intervalo de 24 horas para
animais assintomaticos ou para aqueles que apresentam sintomas discretos (ALMOSNY,
2002).

Um tratamento alternativo fica recomendado para animais sem condi¢bes de
suportar uma radical eliminacdo de todos 0s vermes ao mesmo tempo, que consiste na
administracdo 2,5mg/kg de melarsomina e apds um més se faz o tratamento completo citado
anteriormente (ALMOSNY, 2002; NELSON et al, 2005). Em casos de infestacfes severas
indica-se este tratamento alternativo devido a resposta imune severa que pode ocorrer apés a
morte rdpida dos parasitos podendo resultar em tromboembolismo pulmonar e choque
anafilatico (AMERICAN HEARTWORM SOCIETY, 2005). Durante a terapia adulticida, é
recomendado o confinamento por sete dias, para reduzir as graves e possiveis sequelas
provocadas apds a morte dos parasitos adultos, como o tromboembolia pulmonar (TILLEY et
al., 2008).

De acordo com McCall et al. (2001), a lactona macrociclica, ivermectina, tambem
pode apresentar efeito adulticida quando administrada mensalmente na dose preventiva de 6-
12ug/kg durante pelo menos 16-30 meses. Essa mesma dosagem € também considerada
microfilaricida, podendo ser administrada por até seis meses, mensalmente, eliminando as
microfilarias gradativamente (ALMOSNY, 2002; NELSON et al., 2005).

A associagdo da lvermectina com a tetraciclina, Doxiciclina, também pode ser
utilizada no lugar das injecdes de melarsomina, reduzindo assim o risco de tromboembolia
(MCCALL et al., 2001). Estudos demonstraram que a dosagem de 10mg/kg de Doxiciclina

durante 30 dias combinada a 6mcg/kg a cada 15 dias durante seis meses de lvermectina tem
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eficiéncia de até 73% na terapia adulticida em cées infectados por D. immitis (BAZZOCCHI
et al, 2008; GRANDI et al, 2010). As lactonas macrociclicas (selamectina ou moxidectina)
sdo consideradas eficazes para o tratamento microfilaricida em casos de infecgdes por D.
repens (FOK et al, 2010; JACSO et al, 2010). A moxidectina também tem apresentado efeito
adulticida, apds uma unica administragao .

Em casos de infeccdo por A. reconditum, o tratamento com microfilaricida é
recomendado para limitar a funcdo de reservatorio dos hospedeiros infectados. Estudos
sugerem que as lactonas macrociclicas (ivermectina, selamectina e moxidectina) sao eficazes,
quando administradas na mesma dose recomendada para D.immitis (LINDEMANN et al,
1983b; VENCO, KRAMER e GENCHI, 2005). Em um estudo realizado por Lindemann et
al. (1983b) em trés cdes, o tratamento com Ivermectina na dosagem de 0,25mg/kg por 685-
725 dias foi eficaz, sendo que, ap06s dois dias de tratamento, dois cées ja ndo apresentaram
mais microfilaremia e um céo, que possuia maior quantidade de microfilarias por ml de
sangue (976mf/ml), passou a apresentar microfilaremia de 2mf/ml de sangue.

No Brasil ainda é subestimado o percentual de cdes microfilarémicos e/ou
portadores de formas adultas de A. reconditum, motivado pela escassa quantidade de
publicacOes existentes a respeito do assunto. No estado da Bahia, Barros, Santos e Almeida
(1993) avaliaram 500 amostras de sangue de cées, registrando oito (1,6%) infectadas por
microfilarias. Idéntica amostragem examinada em Cuiaba-MS, por Fernandes et al. (1999)
comprovou contaminacdo em trés (0,6%). Amostras sanguineas de 611 cdes em Recife-PE
avaliadas pelo teste de ELISA e técnica de Knott (1939) modificada por Newton e Wright
(1956) identificou 42 (6,9%) animais microfilarémicos (ALVES et al., 1999). Um inquérito
hemoscopico em 1519 cdes domiciliados em Macei6-AL, reportou 15 (1,3%) portadores de
microfilarias (BRITO et al., 2001).

Amostras do sangue de 256 cdes distribuidos em onze municipios da area litoranea
do estado do Parana, avaliadas por Reifur, Thomaz-Soccol e Montiani-Ferreira (2004)
mediante visualizacdo direta (gota espessa), técnica de Knott modificada e teste ELISA
revelaram a presenca de microfilarias de A. reconditum em 58 (22,6%) animais. Ainda neste
mesmo estado e utilizando as mesmas técnicas de identificacdo, um estudo realizado por Leite
et al. (2012) demonstrou a presenca de A. reconditum em 30 cées (7,10%) de 422 que foram
examinados na cidade de Guaratuba.

Neste contexto, visto que ha poucos relatos sobre o assunto e ainda sendo um parasita
de baixa patogenicidade, os critérios de sua identificacdo devem ser sempre considerados para

a diferenciacé@o de microfilarias em casos suspeitos de dirofilariose. Desta forma, objetivou-se



12

descrever o primeiro relato de filariose canina por A. reconditum no estado do Rio Grande do
Sul, com suas caracteristicas morfoldgicas e seu diagnéstico molecular, alertando os médicos
veterinarios da regido sobre a sua ocorréncia para que ndo seja diagnosticada erroneamente

como dirofilariose, a qual necessita de um tratamento potencialmente agressivo e dispendioso.
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-NOTA -

RESUMO

Os nematoides Dirofilaria immitis (D. immitis) e Acanthocheilonema reconditum (A.
reconditum), também conhecido como Dipetalonema reconditum, sdo os agentes causadores
da filariose canina, apresentam distribuicdo global e produzem microfilarias que circulam no
sangue de seus hospedeiros naturais. Este trabalho descreve um caso de infeccdo por A.
reconditum em um cdo, diagnosticado por meio de exame citoldgico aspirativo por agulha
fina (CAAF) de dois nodulos cutdneos e por meio da técnica da gota espessa, sendo
confirmado por PCR. Este relato alerta os clinicos veterinarios sobre a presenca deste parasito
na regido de Santa Maria/Rio Grande do Sul, assim como ressalta a importancia de se
diferenciar do seu filarideo mais semelhante que é a D. immitis, uma vez que cdes infectados
com A. reconditum podem vir a ser tratados erroneamente. Além disso, demonstra a

importancia da avaliagdo citologica como ferramenta de auxilio ao diagnostico.

Palavras-chave: Microfilarias, filarideos, Dipetalonema reconditum.
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ABSTRACT

Dirofilaria immitis (D. immitis) and Acanthocheilonema reconditum (A. reconditum),
also known as Dipetalonema reconditum, nematodes are indicated as the agents of canine

filarial infection; they have global distribution and produce microfilariae that circulate in the
blood of their natural hosts. This work describes a case of A. reconditum infection in a dog,
diagnosed by fine needle aspiration cytology (CAAF) of two cutaneous nodules and by the
thick gout technique and confirmed by PCR. This report alerts veterinarians about the
presence of this parasite in the region of Santa Maria / Rio Grande do Sul, as well as
emphasize the importance of differentiating from its most similar filarid that is D. immitis,
since dogs infected with A. reconditum may be treated erroneously. In addition, it

demonstrates the importance of cytological evaluation as a diagnostic tool.

Keywords: Microfilariae, Filarial nematodes, Dipetalonema reconditum.

Vaérias espécies de nematoides filarideos e suas respectivas microfilarias tém sido
descritas em cdes, em varias regides do mundo (SOULSBY, 1982). Destas, duas espécies,
Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum, merecem destaque devido a sua
frequente ocorréncia. Os artropodes hemat6fagos sdo os hospedeiros intermediarios e os
vetores de ambas as espécies, sendo a D. immitis transmitida por mosquitos e o A. reconditum
por pulgas e piolhos (NEWTON & WRIGHT,1956; NELSON, 1962; PENNINGTON &
PHELPS,19609).

Ambas as parasitoses sao pesquisadas e diagnosticadas, rotineiramente, por meio da
pesquisa de microfilarias na circulagdo (MAGNIS et al., 2013). Desta forma, é de suma
importancia sua diferenciacdo, uma vez que a infecgdo por D. immitis em cdes pode resultar

em doenca e morte, enquanto que a infeccdo por A. reconditum é transitoria e sem
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consequéncias patoldgicas (KNIGHT, 1987). Além disso, no caso de D. immitis, ha riscos de
transmissdo ao homem, tendo como resultado a dirofilariose pulmonar humana, sendo
considerada portanto, zoonose (RODRIGUES-SILVA et al.,, 1995), enquanto que o A.
reconditum raramente tem sido relatado como um agente zoonético (GREENE et al., 1978,
BEAVER et al., 1980, HUYNH et al., 2001).

As técnicas de deteccdo de microfilarias que permitem a identificacdo morfoldgica
das mesmas, incluem a gota espessa e a técnica de Knott modificada (KNIGHT, 1977,
NEWTON, 1956). O diagnostico também pode ser realizado por meio da deteccdo de
proteinas (atualmente disponivel somente para D. immitis), coloracdo histoquimica ou
imunohistoquimica de microfilarias circulantes ou através de ferramentas moleculares
(CHAILIFOUX & HUNT, 1971; FAVIA et al., 1996; MAR et al., 2002; RISHNIW et al.,
2006).

Neste contexto, visto que ha poucos relatos sobre o assunto e sendo um parasito de
baixa patogenicidade, os critérios de sua identificacdo devem ser sempre considerados para a
diferenciacdo das microfilarias de seu filarideo mais semelhante, a D. immitis. Desta forma,
objetivou-se descrever o primeiro relato de filariose canina por A. reconditum no estado do
RS, com suas caracteristicas morfoldgicas e seu diagnostico molecular.

Um canino, macho, sem raca definida, com 14 anos de idade, apresentando aumento
de volume na regido perineal, nddulo no membro pélvico direito, regido dorsal e face interna
da orelha, foi atendido no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Santa Maria (HVU
— UFSM). Foram solicitados hemograma e bioquimica sérica, citologia aspirativa por agulha
fina (CAAF), ultrassonografia abdominal, além de radiografia toracica.

Na ultrassonografia abdominal, evidenciou-se a presenca de cisto paraprostatico.

Observou-se também que a prostata apresentava dimensbes aumentadas e parénquima
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heterogéneo, achados que sugerem hiperplasia prostética benigna ou neoplasia. A radiografia
torécica revelou achados compativeis com senilidade (padrdo intersticial/bronquial).

A CAAF do aumento de volume perineal foi sugestiva de adenoma/adenocarcinoma
de glandula perineal, enquanto que o mesmo procedimento realizado no membro pélvico foi
compativel com mastocitoma. O material do nddulo costal e da face interna da orelha, ao
serem avaliados em aumento de 100x, demonstrou a presenca de microfilarias com cauda em
gancho e gancho cefalico, o que morfologicamente é sugestivo de microfilaria de A.
reconditum, sendo o resultado da CAAF sugestivo de processo inflamatorio supurativo por
infeccdo por microfilaria e neoplasia de células redondas, respectivamente.

O hemograma revelou neutrofilia e eosinofilia discretas. Ainda na analise do
esfregago sanguineo observou-se a presenca de microfilarias semelhantes as observadas na
CAAF (Figuras 1A e 1B). Por meio da técnica da gota espessa e da analise microscopica do
microcapilar de hematocrito constatou-se que as microfilarias realizavam movimentos
erraticos e se deslocavam com rapidez. Hipoalbuminemia e discreto aumento da atividade da
enzima fosfatase alcalina (FA) foram verificados na bioquimica sérica.

A partir desses achados, foi instituido o tratamento com lvermectina na dose de
0,25mg/kg, por via oral, durante 14 dias. Ap6s esse periodo, o animal foi submetido a
orquiectomia com ablagdo escrotal como tratamento para reducdo do tumor da glandula
perineal e exérese dos nédulos do membro pélvico, da regido costal e da face interna da
orelha, cuja avaliagdo histopatologica revelou mastocitoma de segundo grau, hamartoma
fibroanexo com tricogranuloma e histiocitoma, respectivamente.

No retorno, quinze dias depois, ao exame fisico, constatou-se que o animal se
apresentava prostrado, hipotérmico, com 5% de desidratacdo, mau estado nutricional e que
perdera 2,5kg de massa corporea. Observou-se também que havia deiscéncia da sutura no

local da exérese do nddulo do membro pélvico direito. Na mesma ocasido, foram coletadas



98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

18
amostras de sangue para realizacdo de hemograma e bioquimica sérica, nos quais se
evidenciou leucocitose por neutrofilia e monocitose, hipoalbuminemia moderada e aumento
da atividade sérica da FA. Ao exame microscopico do esfregaco sanguineo e do microcapilar,
verificou-se, respectivamente, a presenca de discreta toxicidade em neutréfilos e de
microfildrias. Diante desses achados, o animal foi internado para reposi¢do hidrica,
antibioticoterapia (Cefalotina e Enrofloxacina), terapia microfilaricida (Ivermectina) e
tratamento da ferida aberta no membro pélvico direito. Apés sete dias de internacdo, o
paciente apresentou melhora, recebendo alta médica.

Dois meses depois, o animal retornou a0 HVU — UFSM para atendimento,
apresentando anorexia, adipsia, vOmitos recorrentes e diarreia incontinente, fétida e de
coloragdo esverdeada h& dois dias. Novos exames foram solicitados, os quais néo
evidenciaram alteragdes, apenas a presenca de microfilarias no exame da gota espessa e na
analise microscopica do microcapilar. Nessa ocasido, foi instituido o tratamento com
Ranitidina xarope e Metoclopramida. Dentro de cinco dias o cdo veio a 6bito em casa, ndo
sendo feita necropsia.

As laminas resultantes do esfregaco sanguineo, da capa leucocitaria e da citologia
foram encaminhadas para o Laboratério de Parasitologia da UFSM para avaliacdo
morfométrica das microfilarias. Por meio de um programa para processamento de imagens
cientificas (ZEN 2), mediu-se o comprimento (243,5um) e a largura (4,175um) da
microfilaria.

Para a realizacdo da reagdo em cadeia pela polimerase foi utilizado sangue total
acondicionado em tubo contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A extracdo de
DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por REBOUCAS (2008), com algumas

modificagfes. O DNA da amostra de sangue foi analisado por amplificacdo de um fragmento
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do gene 12S (330 bp) utilizando um conjunto de iniciadores descritos por OTRANTO et al.
(2011).

O produto de PCR foi purificado utilizando o kit PureLink Quick Gel Extraction and
PCR Purification Combo (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos da América) de acordo
com as instrugdes do fabricante, e 0 DNA purificado foi submetido ao sequenciamento de
nucleotideos pelo método Sanger utilizando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). A sequéncia consenso foi obtida através da analise no
programa Staden package (STADEN, 1996), e em seguida foi submetida a andlise no
software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1997) para
comparagdo com as sequéncias depositadas no GenBank.

O sequenciamento de nucleotideos do amplicom revelou uma identidade de 98-
100% com sequéncias de Acanthocheilonema reconditum depositadas no Genbank, e menor
identidade com outras espécies de Acanthocheilonema (90-95%), Dirofilaria (88-90%)
e Onchocerca (87-88%), indicando que a amostra analisada pertence a espécie A. reconditum.

De acordo com KNIGHT (1987); BOREHMAN & ATWELL (1985), normalmente
a infeccdo por A. reconditum destaca-se por apresentar carater transitério e sem consequéncias
patoldgicas, sendo diagnosticada na maioria das vezes de forma acidental como ocorreu neste
caso, pois 0 que induziu ao tutor a procurar atendimento médico veterinario foi a presenca do
nddulo perineal ulcerado. No estudo realizado por LEITE et al. (2012), os caes infectados por
A. reconditum ndo apresentaram sinais clinicos, apenas microfilaremia.

De acordo com HASHEM e BADAWY (2008), ha producdo de neutrofilia e
monocitose devido ao aumento da demanda dessas células para a remocao fagocitaria de
produtos de degradacao de tecidos ou de microfilarias e que a linfocitose pode ser decorrente

da constante estimulagédo antigénica. As concentragdes das imunoglobulinas IgE e IgG podem
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aumentar em infeccOes por parasitos nematoides que migram na circulacdo e nos tecidos do
hospedeiro (YAMAGATA et al., 1995).

De acordo com LILLIEHOOK & TVEDTEN (2003), o parasitismo é a principal
causa de eosinofilia, sendo esta induzida principalmente por parasitos que apresentam uma
fase migratoria ou invasiva em seu ciclo de vida, como é o caso dos parasitos Toxocara canis,
Ancylostoma ceylanicum, Ancylostoma caninum e D. immitis. No entanto, cdes com
mastocitoma podem desenvolver eosinofilia devido a fatores quimiotaticos e interleucinas
(IL-5) produzidos pelos mastocitos (ABBAS et al., 2000).

A hipoalbuminemia possivelmente esteja relacionada com o processo inflamatdrio
que envolvia o nédulo perineal ulcerado e a deiscéncia do nddulo removido no membro
pélvico direito. Durante um processo inflamatorio, o figado passa a produzir outras proteinas
que incluem a haptoglobina, proteina C-reativa, amiloide sérico A e as-glicoproteina em
detrimento da produgdo da albumina (VILLIERS & BLACKWOOD, 2005).

Provavelmente o quadro clinico do animal se agravou em fungdo de uma possivel
sindrome paraneoplasica relacionada com o mastocitoma e ndo pela infeccdo por A.
reconditum. De acordo com ROGERS (1996), sinais clinicos como anorexia, vémito com
hematoquezia, desconforto abdominal e diarreia com melena podem ser secundarios a
desordens paraneoplésicas. Segundo FOX et al. (1990), a histamina presente nos granulos
citoplasmaticos liberados pelos mastocitos neoplasicos estimula os receptores gastricos H2,
levando a secrecdo excessiva de &cido cloridrico e a hipermotilidade gastrica, explicando a
presenca dos vomitos recorrentes e da diarreia intermitente que o animal apresentava.

De acordo com OTRANTO et al. (2013), mesmo o fato da infeccdo por A.
reconditum ser considerada clinicamente irrelevante, o tratamento com microfilaricida é
recomendado para limitar a funcéo de reservatdrio dos hospedeiros infectados. Em um estudo

realizado por LINDEMANN et al. (1983b) em trés cées, o tratamento com lvermectina na
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dosagem de 0,25mg/kg por 685-725 dias foi eficaz, sendo que, ap6s dois dias de tratamento,
dois cées ja ndo apresentaram mais microfilaremia e um céo, que possuia maior quantidade de
microfilarias por ml de sangue (976 mf/ml), passou a apresentar microfilaremia de 2 mf/ml de
sangue. Neste caso, essa mesma dose nao foi eficaz, porém, como o tratamento
microfilaricida foi domiciliar, ndo € possivel afirmar que esse medicamento foi administrado
corretamente.

O diagnostico da infeccdo por filarideos em cdes é extremamente importante,
porque uma vez detectada mfs no sangue, estas devem ser identificadas, pois a presenca de
A. reconditum ndo implica em terapia tdo dispendiosa e potencialmente agressiva como para
D. immitis (KITTLESON, 1999). Os principais aspectos a serem considerados para
diferenciacdo morfoldgica destas espécies sdo as dimensdes, forma da cauda (em gancho ou
reta), presenca ou auséncia de gancho cefalico, assim como o padrdo de movimentacdo das
microfilarias.

De acordo com BOBADE e al. (1981) e MAGNIS et al. (2013), as mfs de A.
reconditum possuem gancho cefélico e uma cauda em gancho, caracteristica esta evidenciada
na extensao sanguinea. As medidas do comprimento e da largura encontradas neste trabalho
corroboram com os achados de MAGNIS et al. (2013), CRINGOLI et al. (2001) e RAMOS
et al. (2016), respectivamente 264,83 + 5,47 (um), 4,63 £ 0,52 (um); 265,2 £ 10,1 (um),
5,01 £0,49 (um); 272,3 + 4,3 (um), 4,1 + 0,3 (um). Ainda, o padrdo de movimentacdo das
microfilarias observados na analise da gota espessa e na analise microscopica do microcapilar
de hematdcrito sdo compativeis com o padrdo de deslocamento de microfilarias de A.
reconditum descrito por BOBADE et al. (1981) e por JONES et al. (2001).

O diagnostico molecular, por meio da (PCR) permite a discriminacdo entre 0s
principais nematoides filarideos encontrados em cdes, alem de ser altamente especifico.

FAVIA et al. (1996); MAR et al. (2002); RISHNIW et al.(2006) reportaram a técnica da PCR,
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utilizando primers espécie-especificos para a discriminacdo de nematddeos filarideos.
CASIRAGHI et al. (2006) e RAMOS et al. (2016) utilizaram a mesma técnica como
diagndstico confirmatorio, porém com o uso de primers genéricos, para a discriminacdo dos
filarideos D. immitis, D. repens e A. reconditum, sendo esse mesmo tipo de primer empregado
para confirmar a infeccdo por A. reconditum. Uma vez que a sequencia de DNA amplificada
teve identidade mais elevada com A. reconditum do que com outras espécies e géneros, 0
sequenciamento confirmou o agente etioldgico.

Conclui-se com este relato, a importancia de se alertar os clinicos veterinarios sobre
a presenca deste parasito na regido de Santa Maria/RS, assim como a importancia de se
diferenciar do seu filarideo mais semelhante que é a D. immitis, uma vez que cdes infectados
com A. reconditum podem vir a ser tratados erroneamente, podendo desenvolver efeitos
adversos secundarios a terapia. Além disso, demonstrar a importancia da avaliacao citoldgica
como ferramenta de auxilio ao diagnostico, pois se ndo fossem observadas as microfilarias
nas preparagdes das aspiracdes dos nddulos, provavelmente ndo teria sido diagnosticada a

infeccéo por este parasito.
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Figura 1- Microfilaria de Acanthocheilonema reconditum (A) Capa flogistica de amostra
sanguinea de cdo com presenca da microfilaria com destaque para a extremidade anterior
conica (seta). (B) Esfregaco sanguineo de cdo com presenca de microfilaria com destaque
para cauda em gancho (seta). Microscopia Optica (aumento de 1000x, coloragdo: panotico

rapido).
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3 CONCLUSAO

A infeccdo pelo filarideo A. reconditum ndo apresenta consequéncias patoldgicas,
sendo diagnosticada na maioria das vezes de forma acidental. As dimensdes, forma da cauda
(em gancho ou reta), presenca ou auséncia de gancho cefalico, assim como o padrdo de
movimentacdo das microfilarias constituem-se nos principais aspectos a serem considerados
para a diferenciacdo entre as microfilarias de Dirofilaria immitis e Dirofilaria repens.

Este trabalho apresenta relevante contribuicdo nos casos de microfilaremia na regido
de Santa Maria - RS, servindo como um alerta para os clinicos veterinarios sobre a presencga
deste parasito e da possibilidade de encontra-lo em preparagdes citologicas realizadas por

meio de puncéo aspirativa por agulha fina.
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