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Resumo

J4

A dirofilariose ¢ uma doenca parasitaria vetorial causada pelo Nematelminte
Dirofilaria immitis, conhecido como “Larva do coragdo” e transmitida por vetores da familia
Culicidae. Os hospedeiros definitivos sao canideos domésticos e selvagens, onde os parasitas
adultos se instalam no sistema cardiovascular, com consequéncias multissistémicas. O ciclo
de vida inicia-se com uma refei¢ao de sangue do vetor num hospedeiro com microfilarémia.
O diagnostico ¢ feito através de métodos parasitologicos, imunologicos ou moleculares. Em
Setuibal, distrito com prevaléncia estimada 8,7%, a elevada densidade de caes e vetores
potencia a transmissao de filarioses, entre as quais a dirofilariose, com relevante impacto em
contexto de abrigo. A medicina de abrigo atua na gestio integrada individual e coletiva dos
animais acolhidos. Este estudo avaliou a prevaléncia de microfilarémia num abrigo de caes
em Settbal, aplicando-se trés métodos parasitologicos: gota fresca revelou 50% (31/62) de

positivos; esfregaco sanguineo 40,3% (25/62); método de Knott 53,2% (33/62).

Palavras-chaves: Dirofilaria immitis; dirofilariose; caes de abrigo; microfilarémia



Abstract

Contribution to the Study of Filarids in Shelter Dogs in the Setubal
District: Prevalence of Microfilaremia and Comparison of Parasitological

Methods

Heartworm disease is a vector-borne parasitic infection caused by the nematode
Dirofilaria immitis, referred to as “Heartworm” and transmitted by mosquitoes of the
Culicidae family. Domestic and wild canids serve as definitive hosts, where adult worms
lodge in the cardiovascular system, leading to multisystemic damage. The life cycle begins
when a mosquito takes a blood meal from a microfilaremic host. Diagnosis relies on
parasitological, immunological and molecular methods. In Setibal, district where the
estimated prevalence is 8,7%, the high density of dogs and vectors enhances the transmission
of filariosis, among which dirofilariosis with a particularly significant impact in shelter
settings. Shelter medicine manages both individual and populational health of sheltered
animals. This study aimed to assess the prevalence of microfilaremia in a dog shelter based
in Setubal, using three parasitological methods were applied: wet mount detected 50%

(31/62) positivity; blood smear 40,3% (25/62); modified Knott’s test 53,2% (33/62).

Key-words: Dirofilaria immitis; dirofilariosis; microfilaremia; shelter dogs



Indice Geral

W4 216 (5163133153 1110 SRS I
RESUITIO ...t e e e et e e e et e e e et aeeeensaeeeeenssaeeeannnseeeans 11
AADSTIACE. ...ttt sttt h et e a e bt et e h e e bt ettt nae et eates v
ENICE GIAL ... A%
TNAICE A& FIGUIAS ..ot VII
INAICE A@ GIATICOS ..o VIII
INdice de TADIAS ..........oeoveeeceeeeeeeee e IX
Lista de abreviaturas, siglas € SIMbOLOS ..........c.ceoiiiiiiiiiiiiieiece e X
S (] 2102 (o OSSPSR 1
[. Revisao BiblIOGIAfICa .....ooouiiiiiiiieiiee e 2

1. DirofilarioSe CaniNa...........coceeieruierierierieieeie ettt st sb e 2

1.1 AZENLE CLIOIOZICO ..ovviieiiieiiieiieiie ettt et et eesaae e e e 2

1.2 VELOTES ..vveeeiiiiieeeeete ettt e ettt e e e e a e e e e s tte e e e e ntaeeeeessaeeeeenssaeeeennsseeaens 3

1.3 Relacdo de endossimbiose com a bactéria Wolbachia pipientis .................. 5

1.4 (05 1¢d (o3 o 10 (o e 17 TSRS 6

1.5 Principais fatores envolvidos na disseminacdo de Dirofilaria immitis........ 8

1.6 Distribuicao gEOZIAfICA.....ccuviieiiiieiiieeieeeiieeete e 9

1.7 Fisiopatologia e apresentacdo clinica da dirofilariose .............cccceevueenneenne 12

1.8 MeEtodos de diagnOSTICO .....ceveeruiiiiieiiieiie ettt 14

1.8.1 MeEtOdOS dIrCLOS.....ueeuiiiiiiiiieiieriieeee ettt 14

1.8.1.1 Testes parasitolOZICOS. .....uuiervrreriieeiiieeiiee et 14

1.8.2 Metodos INAITELOS .....eovveruiiriiiiiiieeieieete et 17

1.8.2.1  Testes SErOlOZICOS ...eevuvieiieaiiieiieeiieiie ettt e 17

1.8.2.2  Testes MOIeCUlares...........ccoueeriiiiiiiiiiiiieieeeee e 17

1.8.3 Testes complementares de diagniOStiCO .......evevvveeerieeeriieeieecieeeee e 18

1. Radio@rafia........ccoooiiiiiiiiiiiice e 18

1. ECOGIafia....ccoiiiiieiieieeee e 19

111, Ecocardio@rafia..........cccoeeuiiiiiiieiiieeiieeeeeeeee e 19



1.9 AbOordagem terapPEULICA .......cccueerieeiietierteeiee e etteeteeteesereebeeseaeeseesaneens 20

1.9.1 Protocolo de tratamento para D. immitis, adaptado de AHS (2024).......... 22

1.9.2 Tratamento CITTUIZICO ... ..eceiuureririeeerieeeieeesreeesreeesereeessreessseeessreesseeessseeenes 25

1.9.3  COMPIICAGOES .....eeeuvieeriieeiiieetieeeieeeeieeestee e teeeeaeeessaeesseeessseeessseeessseeanes 25

1.10 Prevencgdo e o seu papel na satde publica ..........ccceeeveevieniieiieeiieiieee 25

1.11 PrOGNOSTICO ..evviiiiieiiieeiieeiieete ettt ettt ettt et e e e naeebaesaae e 28

2. Medicina de @DTIZO0 ...ccveeeeeieeeiiieciie ettt et e e et erae e e e be e e naree e 28

II. ESTUDO ..ttt ettt ettt e saneenane e 30

3. OBJOLIVOS eteutiieeiieiteeie ettt ettt et e e et e et eebeeeta e e be e et e enbeeetbeenbeeesbeenbaeenbeenseennes 30

4. Material € MELOAOS. .. .eeoueruiiriieiieieeiiete ettt 31

4.1 Area de eStUAO .......v.oeveeeeeeeeeeeeeeee e 31

4.2 Populagao €m €StUAO .......cccviiiiiiiieiie ettt 33

4.3  Colheita e analiSe SANGUINEA .......c.ceevieriieriieiieeieenie e eee e seeeereeseeeesee e 34

4.4 Técnicas [abOratOrIaiS . ... ccuerreruiertieieriiete ettt sttt 35

4.5  Analise de dados........coeiiiiiiiiiiiee e 37

5. RESUIAAOS ... et 38

6. DISCUSSAO ..eeutieiiieiieiteie ettt ettt ettt et ettt ettt e sa et et ese e naeenteeaeenbeensesaeens 42

7. CONCIUSAO. ¢ttt ettt ettt et et e bt s e sabeeabeenae 51

L2 31 L0 v i T ST 54
Anexo 1 — Registo de dados ........oeouiiiiieiiiiiieie e I
Anexo 2 — Formulario de conSentimento ..........cecueerueerieeiiienieeiiesie ettt v
Anexo 3 — Autorizagdo da utilizacdo do espago laboratorial............ccccceeriiiiieniiiiniinieees \Y

\



indice de Figuras

Figura 1 - Distribuig¢do geografica de Culex theileri e de Aedes albopictus, respetivamente

(CambouInNAC, 2025). ...eiioiiieeiee ettt et et ete e et e e stb e e et e e e eta e e e etae e e taeestaeesaeeenreeaans 4
Figura 2 - Ciclo de vida de Dirofilaria immits adaptado de Centers for disease control and

prevention (CDC) (2012) por Meireles (2014).....ccveevierieeiieieeieeeieeieesre e 7
Figura 3 - Distribui¢do mundial de D. immitis (Dantas-Torres et al., 2023)........ccccceueenneee. 10

Figura 4 - Mapa da prevaléncia de D. immitis nos distritos de Portugal e ilhas da Madeira e
Acores. (Esteves-Guimaraes et al., 2024).......cceeviiiiiieeiieiieeieeee et 11

Figura 5 - (A) Zona da entrada do abrigo; (B) Zona do terreno superior e inicio da zona do

telheiro do abrigo. (OTIZINAIS) ....eecveerveeriieeieeiieeieeree e erteesreereeseeeebeessbeebeessseenseessnesnsees 31
Figura 6 - Esbogo da area do abrigo (Original).........cccceoeriiniiiiiniininiiniiieieeecceecene 32
Figura 7 - (A), (B), (C) Espagos montados para recolha das amostras no abrigo. (Originais)
............................................................................................................................................. 32
Figura 8 - Analise laboratorial no OneVet - Hospital Veterinario Vetset. (Original)........... 34

Figura 9 - Microfilaria (seta) encontrada ao realizar a técnica de gota fresca objetiva 40x.
(OFTZINAL) .ttt ettt et et e et e bt e e bt e sateeabeesbeeenbeesseesabeenneaeas 35

Figura 10 - (A), (B) e (C) Microfilarias observadas em esfregagcos sanguineos na objetiva
de imersao X100 (O1iZINAl)......ccueiiiiiiiiiiiieieee ettt 36

Figura 11 - Microfilarias (*) observadas pelo método de Knott na objetiva de 10x
(OFIZINAL) .ttt ettt e ettt e bt esat e e bt e st e eabeesseeenbeessaesaseenneaens 37

Figura 12 - Microfilérias (*) observadas pelo método de Knott na objetiva de 40x
(@] 57310 F: 1 ) TSRS 37

Vil



Indice de Grificos

Grafico 1 - Distribuigdo percentual dos individuos por sexo e estado de castragio ........... 38
Grafico 2 - Distribuigdo percentual dos individuos por faixa etaria.............cceeeveevveenerennen. 38
Grafico 3 - Distribuigdo percentual dos individuos por faixas de peso........ccceeveevveererennen. 39
Grafico 4 - Comparagao de resultados entre os diferentes métodos parasitologicos .......... 40

VI



Indice de Tabelas

Tabela 1 - Parametros morfologicos dos diferentes filarideos do sangue de caes (adaptado

@ ESCC AP, 2021) ettt ettt ettt ettt st sttt s et et e ntenbesbeeneas 16
Tabela 2 - Distribui¢do percentual e numérica de diversas variaveis associadas a cada

TNAIVIAUO ¢ttt et et b et st sbe et et e s bt e beeaeesaeens 39
Tabela 3 - Prevaléncia de infegao POT SELOT ........ccueeriieriieeiieriie ettt 40
Tabela 4 - Concordancia entre os diferentes testes de observagao de microfilarias............ 42



Lista de abreviaturas, siglas e simbolos

AHS
ALP
ALT

BID

e.g.
ELISA
ESCCAP
ESDA

FDA

IgG

IM

G

GGT

Gold Standard
Kg

LM

L1

L2

L3

L4

L5

mg

ml

American Heartworm Society
alkaline phosphatase/ fosfatase alcalina
alanina aminotransferase

bis in die, duas vezes ao dia

exempli gratia/ por exemplo

enzyme-linked immunosorbent assay/ ensaio de imunoabsor¢ao enzimatico
European Scientific Counsel Companion Animal Parasites
European Society of Dirofilariosis and Angiostrongylosis
Food and Drug Administration

imunoglobulina G

via intramuscular

gauges

gamma-glutamil transferase

método de referéncia

Quilogramas

lactonas macrociclicas

primeiro estadio de desenvolvimento larvar

segundo estadio de desenvolvimento larvar

terceiro estadio de desenvolvimento larvar

quarto estadio de desenvolvimento larvar

quinto estadio de desenvolvimento larvar

miligramas

mililitro



mm
ONG

PCR
POCUS
RPDA Index
Rpm
RT-PCR
SID

spp

SRD

SVC
TropCCAP
WSP

X

®

™

°C

%

pm

milimetros

Organizag¢ao Nao Governamental

polimerase chain reaction/ reagdo em cadeia da polimerase
Point Of Care Ultrassound

Indice de Distensibilidade da Artéria Pulmonar Direita
rotacdes por minuto

reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

semel in die, uma vez ao dia

espécie

sem raga definida

sindrome da veia cava

Tropical Counsel Companion Animal Parasites
Wolbachia Surface Proteins

vezes

simbolo de marca registada

simbolo marca ndo registada

Celsius

percentagem

micrémetros

Xl



Prefacio

A presente dissertacao foi desenvolvida apos a realizagdo do estagio curricular no
OneVet — Hospital Veterinario VetSet, em Palmela, no periodo de 1 de outubro de 2024 a
1 de margo de 2025. O estagio curricular teve a duragao de 22 semanas, onde foram
realizados turnos de 8 horas diarias e 40 horas semanais, perfazendo um total de 880
horas, sob orientacdo externa da Dra. Cristina Lemos Costa, Diretora Clinica do referido

Hospital Veterinario.

Durante o referido estagio, a aluna teve oportunidade de contatar com diferentes
areas clinicas da medicina de animais de companhia, como medicina interna,
nomeadamente cardiologia, pneumologia, gastroenterologia, oftalmologia, neurologia,
oncologia, endocrinologia, nefrologia, urologia e dermatologia. Adicionalmente, teve
contato com 4areas complementares como citologia, parasitologia, hematologia e
imagiologia. Com alguma frequéncia, as especialidades de cirurgia de tecidos moles e

cirurgia ortopédica também estiveram presentes na sua pratica.

Dada a situacdo endémica da dirofilariose em Portugal e considerando que o
distrito de Setubal representa uma area de alto risco de transmissdo e propagagdo da
parasitose, nao so devido as condigdes climatéricas da regido, mas também devido a falta
de conscientizacdo da populagdo, surgiu a motivacao para conduzir o presente estudo. Em
adi¢do, o contacto proximo com o abrigo “101 Rafeiros” e a sua escassez de recursos para
implementagdo de testes de diagndstico e de protocolos de prevencao na totalidade dos
animais acresceu um fator determinante para a prevaléncia da doenca e,

consequentemente, o desenvolvimento deste trabalho.



I. Revisdo Bibliografica

1. Dirofilariose canina
1.1 Agente etiologico

A dirofilariose ¢ uma parasitose causada por Nematelmintes da Ordem Spirurida,
superfamilia Filaroidea, familia Onchocercidae, género Dirofilaria. Dentro deste género,
destacam-se as espécies Dirofilaria immitis, agente causador da dirofilariose
cardiopulmonar, também conhecida como a “Larva do coracdo”, e Dirofilaria repens,
agente responsavel pela dirofilariose subcutanea e ocular (Simoén et al., 2012). O agente
Dirofilaria immitis ¢ transmitido por vetores bioldgicos artropodes da classe Insecta,
ordem Diptera, familia Culicidae, principalmente do género Aedes, Culex e Anopheles,
onde o parasita necessita realizar parte do seu ciclo de vida (Gomes-de-Sa et al., 2023).
Os mosquitos do género Culex sdo considerados os vetores mais eficientes de filarideos,
enquanto as espécies do género Aedes destacam-se na transmissao de diversos virus e, as
espécies do género Anopheles, na transmissdo de protozoarios. Em outros diversos
géneros de mosquitos, as larvas de D. immitis ndo sdo capazes de se desenvolver, sendo
atacadas pelo sistema imune do hospedeiro, encapsuladas e mortas através de
mecanismos de defesa de resposta imune inata, como fagocitose e lise (Shaikevich et al.,

2019).

O filarideo Dirofilaria immitis possui uma morfologia cilindrica e alongada,
similar a um fio longo, sendo revestido por uma cuticula estriada de coloracdo cinzento-
esbranqui¢cada (Khanmohammadi et al., 2020). Os adultos machos medem cerca de 18cm
de comprimento e as fémeas 30cm (Prichard, 2021). A distingdo dos dois sexos ¢
realizada pela observacao da porcao posterior, apresentando-se espiralada nos machos e
reta nas fémeas. A porcdo anterior ¢ semelhante em ambos os sexos, mostrando-se
arredondada e com estruturas bocais especializadas providas de papilas cefélicas
(Khanmohammadi et al., 2020). Estes parasitas exibem reproducao vivipara, ocorrendo a
libertagdo para a corrente sanguinea do hospedeiro das formas larvares L1, as
microfilarias, pelas fémeas adultas. As microfilarias possuem cerca de 300um, uma
extremidade anterior afilada e uma extremidade posterior longa e fina (Western College

of Veterinary Medicine, 2021). As formas larvares podem sobreviver até dois anos € meio



no sistema circulatorio do hospedeiro apds a remogao dos adultos (Prichard, 2021) e,
inclusive, um cao infetado pode vir a servir de reservatério de microfilarias durante sete
anos (AHS, 2024). A concentracdo de microfilarias na corrente sanguinea periférica
altera-se conforme o periodo do dia, evidenciando-se mais elevada no inicio da manha e
final da tarde, uma vez que coincide com o periodo de maior atividade do vetor culicideo

(Alho, 2017).

Estes parasitas alojam-se no sistema cardiovascular, nomeadamente na veia cava,
na veia hepatica, na artéria pulmonar e nas suas ramificacdes. Em infe¢des graves, podem
ser encontrados no ventriculo direito do hospedeiro (Prichard, 2021). Os adultos podem

sobreviver cinco ou mais anos no organismo de um hospedeiro (AHS, 2024).

Os hospedeiros definitivos destes nematodes sdo os canideos domésticos e
selvagens. Gatos e outros mamiferos podem tornar-se hospedeiros, mas nao exibem
microfilarémia tao alta e duradoura quanto os hospedeiros definitivos, limitando a sua

capacidade como reservatorio (AHS, 2024).

A dirofilariose afeta sobretudo as regides de zonas temperadas, subtropicais e
tropicais (Ying et al., 2023), onde os pardmetros de temperatura e humidade relativa sdo
os ideais para o desenvolvimento do parasita e dos seus vetores, sendo a presenga de agua
uma condicao determinante para que os vetores completem o seu ciclo de vida. As
alteracdes climaticas t€ém vindo a afetar a distribui¢ao desta zoonose, causando flutuacdes
na disseminagcdo dos mosquitos vetores e prolongando o seu tempo de atividade.
Consequentemente, estas alteracdes favorecem a disseminagdo deste nematode para

novas regides e incrementam a prevaléncia da dirofilariose mundial (Alho, 2017).

1.2 Vetores

Os culicideos medem trés a seis mm e possuem patas longas e finas e um corpo
delgado dividido em cabega, torax e abdomen. Apresentam um proboscis longo e flexivel,
adaptado nas fémeas para a realizacdo da refeicdo de sangue (Almeida, 2011). Estes
mosquitos sofrem metamorfose completa com quatro estadios: ovo, larva, pupa e adulto.
O seu ciclo de vida ocorre em dois meios distintos, possuindo uma fase aérea e uma fase

aquatica. A duracdo do ciclo de vida desde o ovo ao adulto ¢ variavel conforme a



temperatura e humidade relativa, podendo durar entre sete dias a 31°C, a vinte dias a
20°C. Cada espécie possui o seu intervalo 6timo. E imprescindivel a disponibilidade de

agua, dado que as larvas e as pupas destes mosquitos sao aquaticas (Almeida, 2011).

Os mosquitos da familia Culicidae tém elevada importancia na dispersdo e
propagacdo de diversos agentes e das patologias por estes transmitidas a nivel mundial.
Sao responsaveis pela transmissdao de filarias, protozoarios e virus que causam danos
significativos em saude humana e animal. Em menor escala, podem também ser vetores
de agente bacterianos (Oliveira-Christe & Marrelli, 2024). O seu papel como vetores esta
relacionado com a alimentacdo hematofaga das fémeas que lhes permite a maturagdo
ovarica (Tandina et al., 2018). Diante das atuais alteragdes climaticas, coloca-se a
hipotese de (re)introducdo de espécies exoticas de mosquitos, nao apenas aumentando o
numero de casos de algumas doengas e consequentemente, o seu risco, mas também
introduzindo novos agentes considerados exodticos. Prevé-se assim um aumento na
densidade populacional de mosquitos nos meses mais quentes, como resultado das
alteragdes climaticas e também consequéncia do aumento da mobilidade humana
(Almeida, 2011). E de salientar que a zona do estuario do Sado é uma zona propensa ao
desenvolvimento de mosquitos devido as condigdes naturais de humidade e temperatura.
Na Figura 1 observa-se a distribuicdo de Culex theileri e de Aedes albopictus em Portugal,

no ano de 2024.

2024 2024

Figura 1 - Distribui¢do geografica de Culex theileri e de Aedes albopictus, respetivamente (Cambournac, 2025).

Ambeas as espécies sdo vetores de dirofilariose. Os mapas representam a cinzento os concelhos onde foram
realizadas colheitas, a azul os concelhos onde foram identificadas as espécies e a branco as areas onde ndo foram
realizadas colheitas.



1.3 Relacio de endossimbiose com a bactéria Wolbachia pipientis

Entende-se por endossimbiose uma relagdo simbidtica onde um organismo,
denominado de simbionte, sobrevive dentro de outro organismo, o hospedeiro, nos seus
tecidos ou no interior das suas células. Dentro desta relacdo, ¢ possivel existirem
interagdes parasitarias e prejudiciais ou mutualisticas e benéficas (Manoj et al., 2021).
Focando nas interagcdes mutualistas, estas podem ser obrigatorias, essenciais para a
sobrevivéncia do hospedeiro e do simbionte ou facultativas, oferecendo beneficios em
determinadas circunstancias a ambos (Landmann, 2019). Muitas intera¢des obrigatorias
sdo baseadas na complementaridade dos processos metabolicos entre os dois organismos

(Manoj et al., 2021).

Wolbachia pipientis € uma Alphaproteobacteria da ordem Rickettsialles, familia
Anaplasmataceae, sendo o microorganismo simbionte mais prevalente do mundo animal.
E a unica espécie conhecida do seu género e esta presente nas gonadas de culicideos,
tendo sido descrita pela primeira vez ha quase um século (Kaur et al., 2021). Trata-se de
uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatéria com um numero elevado de
hospedeiros. A presenca da divergéncia filogenética entre os hospedeiros de Wolbachia,
por exemplo a que ocorre entre os culicideos e os nematodes, sugere que durante a
evolugdo desta bactéria ocorreu transmissao horizontal interespécie (Manoj et al., 2021).
A distribuigdo global de Wolbachia ¢é, assim, ndo sé justificada pela sua transmissao

vertical transovarica, mas também pela transmissao horizontal (Landmann, 2019).

Nos filarideos, Wolbachia adquiriu uma funcdo essencial e obrigatéria na
reproducgdo, fertilidade e desenvolvimento do parasita. A bactéria possui genes que
codificam proteinas necessarias ao metabolismo do grupo heme e da riboflavina, apesar
de, no entanto, ser importante salientar que ainda nao se conhecem claramente todos os
seus mecanismos genéticos e biologicos (Kaur et al., 2021). Em retorno, existe a hipdtese
de que os filarideos providenciam aminodcidos essenciais, como a biotina, folatos,

coenzima A e vitaminas as bactérias simbiontes (Manoj et al., 2021).

A localizacdo da bactéria difere entre as espécies de nematodes, mas em geral,
esta encontra-se no sistema reprodutivo da fémea e pensa-se estar relacionada com a

embriogénese de D. immitis € com a presenca de microfilarias (Manoj et al., 2021).



Reagoes inflamatorias causadas pela presenca da bactéria e pela sua libertagao
aquando da morte do parasita sdo esperadas em caes parasitados, desencadeadas pela forte
resposta imune do hospedeiro contra as proteinas de superficie WSP (Wolbachia Surface
Proteins). A quantidade de IgG anti-WSP produzida esta dependente da espécie do
hospedeiro, fase da infe¢do e carga parasitaria (Louzada-Flores et al., 2022). Em caes
infetados com dirofilariose, a W. pipientis pode contribuir para a progressdo de doenca
renal imunomediada (Louzada-Flores et al., 2022) ou de danos pulmonares e manifestar-
se através de sinais respiratorios como tosse e dispneia (Carreton et al., 2020). Os efeitos
de Wolbachia nos seus hospedeiros estdo a ser investigados para desenvolver estratégias
de controlo e tratamento para a dirofilariose (Manoj et al., 2021), dado que eliminando a

bactéria Wolbachia, interrompe-se o ciclo de vida de D. immitis (Kaur et al., 2021).

O uso de antibidticos, como a doxiciclina, tem vindo a ser explorado ¢ utilizado
no tratamento adjuvante da dirofilariose canina. E indicada antes do tratamento
antiparasitario e estd comprovada a reducdo dos efeitos adversos causados pelas drogas
antihelminticas (Landum et al., 2014). A doxiciclina elimina a bactéria de todos os
estadios de desenvolvimento de D. immitis, minimizando a libertagdo de W. pipientis

durante a morte das larvas (Carreton et al., 2020).

1.4 Ciclo biolégico

Dirofilaria immitis ¢ um nematode com um ciclo de vida heteroxeno, o que
significa que as suas formas evolutivas se encontram em mais do que um hospedeiro

(Western College of Veterinary Medicine, 2021).

Para se desenvolver e reproduzir, este parasita necessita de um hospedeiro
definitivo (mamifero) e de um hospedeiro intermedidrio (artropoda), que se comporta
como um vetor bioldgico (Noack et al., 2021). No hospedeiro definitivo, D. immitis atinge
a fase adulta e a maturidade sexual. A maturidade sexual ¢ alcancada aproximadamente
120 dias ap6s a infegdo. As fémeas iniciam a libertagdo de microfildrias para o sistema
circulatorio do hospedeiro num periodo de seis meses a nove meses pos-infecao (AHS,
2024). No hospedeiro intermediario, ocorre o desenvolvimento das fases larvares

microfilarias de L1 até L3, sendo o ultimo o estadio infetante (McCrea et al., 2020).



O ciclo de vida, representado na Figura 2, tem inicio com uma refei¢do de sangue

realizada pelo mosquito fémea num mamifero reservatorio que apresente microfilarémia.

As microfilarias ingeridas pelo mosquito encontram-se no estadio L1 e migram

até ao intestino do vetor, onde sofrem duas mudas nos tibulos de Malpighi, passando do
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Figura 2 - Ciclo de vida da Dirofilaria immits adaptado de Centers for disease control and prevention (CDC)
(2012) por Meireles (2014)

estadio de desenvolvimento L1 para o estadio L2 em dez dias, seguido de L2 para L3 em
quatro dias (AHS, 2024). Posteriormente, o estadio infetante L3 migra até ao aparelho
bucal do culicideo, onde se mantém até a proxima refei¢do de sangue (Alho, 2017). O
tempo para que ocorra o desenvolvimento das fases larvares do parasita no organismo do
vetor ¢ determinado pela combinag¢do de condigdes especificas de temperatura e
humidade relativa. Se a temperatura rondar os 27°C e a humidade relativa se encontrar a
cerca de 80%, o desenvolvimento da-se entre os dez e os catorze dias. Se a temperatura
for mais baixa, o processo de desenvolvimento ¢ mais demorado (AHS, 2024). A uma
temperatura constante de 18°C as larvas L1 levam cerca de um més a atingir a fase
infetante. O desenvolvimento nao ocorre abaixo dos 14°C (Western College of Veterinary

Medicine, 2021).

Ao realizar uma refeicdo de sangue, o proboscis do mosquito penetra na pele do
animal e as L3 infetantes invadem o organismo do hospedeiro definitivo através da ferida
resultante da picada (ESCCAP, 2021), estabelecendo-se a migragdo de Dirofilaria

immitis. A primeira fase da migragdo denomina-se de fase tecidular. As microfilérias



mantém-se no local de entrada trés a quatro dias e sofrem uma muda para o estadio L4
(AHS, 2024). As larvas L4 possuem cerca de 1,5mm e migram através do tecido
subcutaneo e muscular durante dois meses. A tltima muda para L5 ocorre 50 a 70 dias
poOs-infegdo, originando adultos juvenis sexualmente imaturos com 15mm (Bowman,
2023). Os adultos juvenis continuam a migracdo, iniciando a fase sanguinea quando
atingem o sistema circulatorio, nomeadamente o ventriculo direito e os vasos pulmonares.
A medida que maturam e aumentam de tamanho, as L5 sio forcadas pela pressdo
sanguinea a deslocarem-se para vasos de maior calibre. Consequentemente, a localizagao
destes parasitas vai depender do tamanho do hospedeiro definitivo e da carga parasitaria
que este possui (AHS, 2024). Apoés atingirem a maturidade sexual e se reproduzirem, ha
a libertacdo de microfilarias para a corrente sanguinea e a perpetuagdo do ciclo de vida

de Dirofilaria immitis.

1.5 Principais fatores envolvidos na disseminaciao de Dirofilaria immitis

A transmissao de dirofilariose esta dependente de diversos fatores. Primeiramente,
¢ necessaria a existéncia de hospedeiros definitivos reservatdrios capazes de transmitir a
doenca e a presenca de mosquitos vetores. A coexisténcia de populacdes de hospedeiros
definitivos e de hospedeiros intermediarios € crucial para a disseminacdo e manutengao
do ciclo de vida de D. immitis. Outro fator determinante ¢ a presenga de condicdes

ambientais favoraveis para o desenvolvimento das larvas do parasita e dos mosquitos

(Western College of Veterinary Medicine, 2021).

O historico sanitario/maneio de cada animal € essencial para a satide animal em
geral e para a vigilancia de doengas transmitidas por vetores, em particular. Os caes
podem ser divididos em quatro grupos: cdes com tutores que recebem cuidados médico
veterinarios, cdes com tutores sem cuidados veterinarios, cdes de rua e caes de
abrigo/associagdo. Presume-se que os animais que recebem cuidados médicos
veterindrios tenham acesso periddico a medidas preventivas, como os antiparasitarios
(Hazelrig et al., 2023). Os animais a quem ndo sdo administrados antiparasitarios
periodicamente sao mais suscetiveis a serem portadores e, eventualmente, reservatorios
de D. immitis. E importante reforgar a necessidade de implementar medidas de profilaxia

eficazes e regulares, uma vez que inexisténcia destas medidas torna os cdes mais



vulneraveis a esta parasitose (Angelou et al., 2019). Caes com acesso ao exterior nas horas
de maior atividade do mosquito estdo expostos durante mais tempo aos vetores culicideos
(Sebolt et al., 2022). Outros fatores, como a idade e peso corporal, podem também
influenciar a probabilidade de infecdo. Caes mais velhos apresentam uma maior
possibilidade de exposi¢do ao vetor ao longo da vida, ao contrario de cdes com idade
inferior a um ano que, devido ao longo ciclo de vida do parasita (seis a nove meses),
possuem baixa probabilidade de serem acometidos pela doenca. E de notar que cdes com
uma condicdo corporal debilitada podem apresentar comprometimento imunitario,
facilitando a infe¢@o por D. immitis (Hazelrig et al., 2023). A introducao de caes infetados
ou vulneraveis em novas regides causada pela deslocacdo de tutores com os seus animais,

pode afetar a propagacdo e a variacao anual da doenca (Brown et al., 2012).

Fatores climaticos como a temperatura, humidade relativa, disponibilidade de
agua, latitude, altitude e eventos relacionados com o ritmo circadiano influenciam a
distribuicdo da dirofilariose. Tanto a temperatura como a humidade relativa e
disponibilidade de 4gua, afetam a sobrevivéncia, desenvolvimento e comportamento dos
vetores. A latitude e altitude podem ser indicativas do clima tipico da regido. A atividade
circadiana pode ser relevante para o comportamento de algumas espécies de culicideos
que possuem atividades especificas durante o dia (Brown et al., 2012). Locais préximos
a charcos de 4agua, lagos ou vales agricolas podem abrigar a fase aquatica do ciclo de vida
dos culicideos (Angelou et al., 2019). Zonas mais urbanizadas com diversificadas

mudangas antropicas diminuem a predominancia da dirofilariose (Sebolt et al., 2022).

1.6 Distribuicdo geografica

Dirofilaria immitis ¢é o filarideo mais difundido e com maior importancia clinica
em caes a nivel global. A dirofilariose possui maior prevaléncia em regides quentes,
principalmente na regido dos tropicos, contudo poderd alargar-se a regides mais ftias,
quando sdo reunidas as condi¢des de temperatura e humidade relativa ideais para a
proliferagdo dos mosquitos e desenvolvimento das larvas (Dantas-Torres & Otranto,
2020). As regides tropicais oferecem os fatores necessarios para a propagacao da doenga.
O clima adequado, abundancia de mosquitos vetores e de hospedeiros reservatorios

(populacdes de caes de rua ou de abrigo) e a baixa adesdo dos tutores a métodos de



prevengdo e controlo regulares tornam estas regides fontes problematicas de

disseminagdo (Dantas-Torres et al., 2023).

A lista de paises considerados endémicos para D. immitis inclui Portugal (Munhoz
et al., 2024), Espanha, Grécia, Hungria, Roménia, Italia, Tunisia, Arabia Saudita, Estados
Unidos da América, México e Brasil (Alsarraf et al., 2023). A Figura 3 destaca a

distribuicao mundial de D. immitis.

Tropic of Cancer

Equator

Tropic of Capricorn

@ O immitis ¢ Immiticide® registred
() No data () Assumed imported
@ No D. immitis cases only

Scale: 1:130,000,000

Figura 3 - Distribui¢ao mundial de D. immitis (Dantas-Torres et al., 2023)

O vermelho ndo significa que D. immitis esta presente em todo o pais.

Na Europa, a dirofilariose esta a dissipar-se para territorios mais a norte das areas
anteriormente consideradas endémicas e, a0 mesmo tempo, estd a estabelecer-se em
regides mais a sul que eram consideradas livres ou apenas com casos esporadicos de D.
immitis (Diakou & Prichard, 2021). No norte de Italia, Ventre et al. (2017) observaram
uma prevaléncia de 29% de D. immitis em caes. No nordeste da Grécia localiza-se uma
regido com uma prevaléncia de 29,3% segundo trabalhos de Dimzas et al. (2024). Ainda
assim, nado existem estudos muito detalhados relativos a prevaléncia de dirofilariose na
Europa. E importante salientar que o parasita ainda ndo ¢ considerado endémico em
determinados paises europeus, como Polonia, Chéquia, Dinamarca, Finlandia, Islandia e

Suécia, onde a prevaléncia registada € baixa ou inexistente (Alsarraf et al., 2023).
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A prevaléncia de dirofilariose varia regionalmente em Portugal, como observado

na Figura 4. Estudos realizados por Alho et al. (2014) demonstraram uma prevaléncia

entre 0s 13,2% e os 24,8% em trés regides centrais T
costeiras (Setibal, Coimbra e Santarém). No
distrito de Setubal, verificou-se uma redugdo na

prevaléncia de dirofilariose desde 2014, de 24,8%

para 8,7% na tltima década (Esteves-Guimaraes et

al., 2024). ”;w‘ws}/y }
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Figura 4 - Mapa da prevaléncia de D. immitis
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prevaléncias de 9,9% e 15%, respetivamente.

observada na Figueira da Foz (27,3%). Na capital,
Lisboa, a prevaléncia estimada ¢ de 3,6%. Na regido do Algarve, observou-se uma

redugdo de 9,4% (2015) para 8,8% (2024) (Esteves-Guimaraes et al., 2024).

No continente Americano, a prevaléncia ¢ mais elevada na América do Sul,
América Central e Caraibas. E de notar que a prevaléncia varia entre paises, estados,
cidades e até bairros (Dantas-Torres & Otranto, 2020). Nos Estados Unidos da América a
prevaléncia encontra-se geralmente entre 1% e 12%, mas em areas de foco endémico
ronda os 40%, enquanto no sul de Ontério, Canad4, uma zona mais fria, a prevaléncia é
normalmente mais baixa, mas pode vir a atingir os 8,4% (Lee et al., 2010; Dantas-Torres
& Otranto, 2020). Ao longo da costa adjacente ao mar das Caraibas até a América do Sul,
a prevaléncia torna-se extremamente elevada. No México encontra-se a 42%, nas
Caraibas 63,2% e na Argentina 74% (Simoén et al., 2012; Dantas-Torres & Otranto, 2020).
No Brasil, a prevaléncia de dirofilariose pode ser inferior a 10% em determinadas regides
ou superior a 30% em regides de transmissao ativa (Figueredo et al., 2017; Dantas-Torres

et al., 2024).
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Na Asia, D. immitis é considerada endémica no Bangladesh e no norte de india de
acordo com Fuehrer et al. (2013). No sul da India e no Sri Lanka néo foram reportados
nenhuns casos de D. immitis conforme investigagoes realizadas por Borthakur et al.
(2015) e Dasanayake et al. (2022). No Japao, o niumero de casos clinicos tem vindo a
decair como consequéncia de uma maior conscientiza¢ao da populacao sobre os riscos e

métodos de controlo da doenga (Oi et al., 2014; Noack et al., 2021).

Na Australia, a dirofilariose tem reemergido na ultima década (Panetta et al.,
2021). E considerada endémica, mas atualmente a doenga clinica tem se apresentado rara

e de baixa prevaléncia (Nguyen et al., 2016; Noack et al., 2021).

A informagdo da prevaléncia de casos de D. immitis em Africa é limitada devido
a falta de vigilancia e de estudos epidemioldgicos, sendo estes mais focados noutras
doengas também transmitidas por vetores, como ¢ o exemplo da malaria. No entanto a
dirofilariose tem sido reportada na Tunisia, Mogambique, Sdo Tomé e Principe, Algéria e
Tanzania. A presenca de D. immitis € de D. repens tem vindo a aumentar nos ultimos anos,
apesar do filarideo mais influente no continente africano ser Acanthocheilonema
dracunculoides, também denominada de Dipetalonema (Genchi & Kramer, 2020; Noack

etal., 2021).

1.7 Fisiopatologia e apresentacio clinica da dirofilariose

A dirofilariose ¢ uma doenga multissistémica de progressdo crénica com
alteragcdes vasculares que afeta principalmente os pulmdes, coragdo, figado e rins
(Montoya-Alonso et al., 2022). Os animais infetados podem apresentar-se assintomaticos,
com sinais de doenca cardiaca direita congestiva ou com sindrome da veia cava
aguda/cronica (Monobe et al., 2017). A morte subita dos parasitas adultos e a libertacao
da bactéria endossimbionte Wolbachia pipientis podem tornar esta parasitose fatal. A
mortalidade estd associada a faléncia cardiaca e renal e, quando decorrente do tratamento,

a tromboembolismo pulmonar agudo (Montoya-Alonso et al., 2022).

Os sinais clinicos da dirofilariose dependem da carga parasitaria, da resposta
imunitaria do hospedeiro e da dura¢do de infecdo (Abdulkadir & Kebede, 2024). Estes

sinais estdo frequentemente associados a fase do ciclo de vida do parasita. Durante a
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primeira fase de microfilarémia, a quantidade de adultos juvenis ¢ baixa e muitos deles
ainda se encontram na fase de migragdo. A maioria dos pacientes apresenta apenas sinais
inespecificos como tosse, dispneia, anorexia e perda de peso. Ja na fase adulta, os
parasitas alojam-se no ventriculo direito, causando hipertensdo pulmonar (Monobe et al.,
2017). A maturagdo dos adultos nas artérias pulmonares causa reacdes inflamatorias na
microvasculatura pulmonar e nas artérias de grande calibre dos hospedeiros. A artéria
pulmonar expande em diametro ¢ o endotélio e a tinica média tornam-se mais espessas
(Adebayo et al., 2024). O dano vascular provoca endarterite proliferativa (inflamagao do
endotélio) que resulta na formacdo de microvilosidades intravasculares e na diminuigao
do limen dos vasos. A endarterite provoca a perda de elasticidade das artérias
pulmonares, o que cronicamente desencadeia hipertensao pulmonar. Também as proteinas
secretadas pela Dirofilaria immitis podem contribuir para a endarterite proliferativa
(Serrano-Parreo et al., 2017). Nesta fase, a auscultagdo pode revelar sons pulmonares
andmalos (estertores) sobre os lobos caudais dos pulmdes, podendo ouvir-se um
desdobramento do segundo som cardiaco (ESCCAP, 2021). Consequentemente, o animal
desenvolve doenga cardiaca congestiva direita e insuficiéncia hepética, apresentando
sinais mais especificos, como intolerancia ao exercicio, taquipneia, stress respiratorio,
taquicardia, arritmia, murmurios cardiacos e alteragdes circulatorias (e.g., ascite).
Taquipneia e stress respiratorio podem também ser causados por tromboembolismo
devido a morte do parasita (Monobe et al., 2017). O ventriculo direito distende, a
vasculatura pulmonar dilata e ha a presenca de infiltrados eosinofilicos no parénquima
pulmonar (Adebayo et al., 2024). A deposicdo de complexos imunes e de fibrina nos
glomérulos pode provocar glomerulonefrite e faléncia renal (Monobe et al., 2017). A
inflamagao derivada da migracdo e posterior morte dos parasitas, resulta no transporte
dos mediadores inflamatorios para o leito dos capilares alveolares. Desse modo, este
processo conduz a edema das células alveolares, fragilizando-as e tornando-as suscetiveis
a rotura, principalmente em momentos de maior atividade ou exercicio. Da-se o aumento
do fluxo sanguineo no alvéolo, deposi¢do de fibrina e agravamento do estado fibrético

(AHS, 2024).

A hipertensdo pulmonar e as alteracdes hemodindmicas podem vir a desencadear
um conjunto de sinais denominados de sindrome da veia cava (SVC). A SVC, também

conhecida como hemoglobinuria dirofilarial, pode ter desenvolvimento agudo em caes
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com elevada carga parasitaria. Os parasitas realizam uma migragdo retrograda até ao
ventriculo direito e a veia cava, provocando hemolise e impedindo a circulagdo normal
do fluxo sanguineo e, por sua vez, o correto encerramento da valvula triscuspide
(Abdulkadir & Kebede, 2024). Esta interferéncia provoca regurgitagdo da valvula,
murmurio cardiaco e pulso da jugular, bem como a diminui¢ao do output pulmonar, o que
conduz a uma congestao hepatica. A SVC ¢ diagnosticada pelos sinais de reduzido output
cardiaco (fraqueza, mucosas palidas, dispneia), anemia ¢ hemoglobinuria e ¢ confirmada
pela observagdo de parasitas intracardiacos e/ou na veia cava, ecograficamente ou numa
necropsia (Chandrasakha et al., 2021). E considerada uma emergéncia e é frequentemente
fatal se ndo se proceder a remogdo cirirgica dos parasitas dentro de dois dias (AHS,

2024).

Os sinais hematoldgicos mais comumente observados s3o ligeira trombocitopenia,
anemia ndo regenerativa, ligeira leucocitose (por neutrofilia, basofilia e eosinofilia) e
microfilarémia. Em analises bioquimicas, as altera¢des renais ¢ hepaticas sdo esperadas,
como o aumento da creatinina (CREA) e ureia (BUN), hipoalbuminémia e o aumento da

ALT, ALP, GGT e bilirrubina (Monobe et al., 2017).

1.8 Métodos de diagnostico

Os métodos de diagnodstico sdo baseados na observagdo direta de microfilarias
circulantes (métodos diretos) e/ou na utilizagdo de testes imunologicos/moleculares para
detetar antigénios e/ou microfilarias (métodos indiretos). A diferenciacdo morfoldgica
entre D. immitis e D. repens pode dificultar o diagnostico a partir dos métodos diretos.
Teste seroldgicos sdo mais sensiveis, ou seja, resultam em menos falso-negativos, mas
estdo dependentes da resposta imunoldgica do hospedeiro. Existe ainda a possibilidade
de reagdo cruzada com outros parasitas, podendo originar falso-positivos (Monobe et al.,

2017).
1.8.1 Métodos diretos

1.8.1.1 Testes parasitologicos

J4

Em caes microfilarémicos, ¢ possivel a observacdo de microfilarias

microscopicamente apos realizar-se um esfregaco de sangue (AHS, 2024). Para a
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realizacdo desta técnica é colocada uma gota de sangue fresco na extremidade de uma
lamina. Outra lamina € posicionada sobre a primeira de modo a formar um angulo de
45 graus a frente da gota. A segunda lamina, a “deslizadora”, é puxada para tras até
contatar com a gota de sangue e, de seguida, ¢ deslizada num movimento rapido para
a frente até a outra extremidade da primeira lamina (Berndt et al., 2019). A coloracao
de Diff-Quick (baseada na coloracdo de Wright-Giemsa) ¢ entdo aplicada, comegando
por fixar o esfregago de sangue em metanol entre 30 segundos ¢ um minuto. De
seguida, a lamina ¢ mergulhada nos corantes eosina (corante acido) e azul de metileno
(corante basico), durante cinco a dez segundos cada. Por fim, a 1amina ¢ lavada com

agua destilada e deixada secar ao ar (Bristol, 2017).

Em adi¢do, a técnica da gota fresca ndo sé permite observar a presenga de
microfilarias, mas também a sua movimentacdo estacionaria no meio celular. A
movimentagdo das microfilarias permite  diferenciar D. immitis de
Acanthocheilonema dracunculoides, uma vez que os movimentos de D. immitis sao
mais rapidos e progressivos, enquanto A. dracunculoides tende a enrolar-se com mais
frequéncia. Esta técnica consiste na coleta de sangue, colocacdo de uma gota de
sangue sobre uma lamina, cobricdo com uma lamela e observacdo microscdpica até

30 a 60 minutos apos colheita (AHS, 2024).

Ambos os testes previamente descritos sao pouco sensiveis quando estao presentes
numeros baixos (50-100/ml) de microfilarias circulantes (AHS, 2024). Testes
negativos para microfilarémia ndo podem descartar infecdo, uma vez que as
microfilarias nem sempre estdo presentes, como € o caso de infecdes apenas com

parasitas adultos sem microfilérias circulantes (ESCCAP, 2021).

Para obter uma maior sensibilidade na testagem, técnicas de concentragdo ou de
filtragdo poderdo ser utilizadas. O teste modificado de Knott ¢ um teste de
concentracao, utilizado para determinar a presenga de microfilarias (AHS, 2024). Este
teste consiste em adicionar 1ml de sangue com anticoagulante (EDTA) a 9ml de
formalina a 2% num tubo colocado a centrifugar entre 1100rpm e 1150rpm durante
cinco a oito minutos. O papel da formalina ¢ lisar os globulos vermelhos da amostra.
Ap6s centrifugagdo, o sobrenadante ¢ descartado e o sedimento ¢ corado com azul de

metileno. O sedimento corado é entdo colocado sobre uma lamina, coberto com uma
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lamela e observado ao microscopio 6tico. A objetiva de 10x ¢ utlizada para examinar

a presenca de microfilarias e a objetiva de 40x para avaliar a morfologia das mesmas

(Rawlings, 1986; AHS, 2024).

O método de Knott ¢ o preferido para posteriormente diferenciar outras espécies

de filarideos de Dirofilaria immitis (AHS, 2024). A Tabela 1 descreve os parametros

morfologicos utilizados na diferenciacdo das espécies D. immitis, D. repens,

Acanthocheilonema reconditum e A. dracunculoides (ESCCAP, 2021).

Tabela 1 - Pardmetros morfologicos dos diferentes filarideos do sangue de cées (adaptado de ESCCAP, 2021)

Espécies

Dirofilaria immitis

Dirofilaria repens

Acanthocheilonema

reconditum

Acanthocheilonema

dracunculoides

Comprimento

(pm)

290-330

300-370

260-283

190-247

Largura

(pm)
5-7

6-8

4-6,5

Morfologia

Sem bainha, extremidade cefalica
pontiaguda, cauda reta com a ponta
afiada

Sem bainha, extremidade cefalica
obtusa, cauda filiforme com a ponta
frequentemente em forma de
gancho

Sem bainha, extremidade cefalica
obtusa com papilas cefalicas
proeminentes, botdo caudal em
forma de gancho

Com bainha, extremidade cefalica
obtusa, extremidade caudal afilada e

reta

Os métodos de testagem parasitologicos sao rapidos e de baixo custo econdomico.

No entanto, s3o de baixa sensibilidade e possuem a limitagdo de poderem resultar em

falso-positivos se a identificagdo morfologica da espécie ndo for realizada

corretamente ou a falso-negativos se a carga parasitaria for baixa. O sangue devera

ser colhido no inicio do dia ou no final da tarde, de acordo com o ritmo circadiano

dos vetores, pois sdo nessas horas que estes se encontram mais ativos € a
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probabilidade das microfildrias se encontrarem em circulagdo ¢ maior (Soares et al.,

2022).

1.8.2 Métodos indiretos

1.8.2.1 Testes serologicos

A detecdo de antigénios circulantes ¢ o método mais sensivel para identificar
infegdes em cdes assintomaticos e analisar casos suspeitos. E recomendada a
combinag¢do dos testes de observagdo de microfilarias com um teste de antigénio para
obter um diagnostico com maior sensibilidade e especificidade. Os testes serologicos
possuem uma especificidade de 100% (AHS, 2024). O teste serologico deteta uma
glicoproteina produzida no trato reprodutivo de fémeas adultas através de testes
imunocromatograficos de fluxo lateral ou de um ensaio de imunoabsor¢do enzimatico
(ELISA). Esta testagem facilita a dete¢do de infe¢des ocultas (Soares et al., 2022). Os
antigénios das fémeas adultas estdo presentes aproximadamente seis a o0ito meses pos
inicio de infecdo (ESCCAP, 2021). Um teste negativo ndo significa que o animal esta
livre de infe¢do, simplesmente indica que nenhum antigénio foi detetado. Se apenas
fémeas imaturas ou machos estiverem presentes, estes testes ndo irdo detetar antigénio
circulante no organismo do hospedeiro (Western College of Veterinary Medicine,
2021). Em alguns caes infetados, situacdes de formag¢do de complexos antigénio-
anticorpo poderdo interferir com a dete¢do de antigénio pelos testes serologicos ao
bloquearem o antigénio, ocasionando falso-negativos. Estudos demonstraram que
aquecendo as amostras de soro, ocorre a libertagdo do antigénio, resultando num
maior nimero de positivos (Velasquez et al., 2014; AHS, 2024). Quando as instrugdes
do kit de testagem nao sdo seguidas corretamente, o diagnostico pode também ser

comprometido (AHS, 2024).

1.8.2.2 Testes moleculares

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma técnica utilizada para
amplificacao de determinadas sequéncias especificas de DNA, permitindo a obtengao

de copias de uma regido-alvo do DNA in vitro. O processo de PCR baseia-se no uso
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de uma DNA polimerase termoestavel, a Taq polimerase, e requer primers, pequenas
sequéncias de DNA desenhadas especificamente para se ligarem a regido de interesse.
O PCR ocorre por meio de ciclos repetidos de variagdo de temperatura, onde a DNA
polimerase sintetiza novas cadeias de DNA a partir dos primers (Mullis & Faloona,

1987).

O conteudo e a integridade do DNA do parasita nao variam conforme a fase do
ciclo de vida do mesmo, nem sao afetados por fatores ambientais que poderiam
modificar os processos de transcricdo e de pds-transcrigdo. A testagem baseada em
métodos moleculares focados no genoma do parasita evita ambiguidades associadas
com outros métodos de detecdo (Zarlenga & Higgins, 2001). Ferramentas baseadas
na utilizacdo do PCR tém vindo a ser desenvolvidas com o objetivo de detetar DNA
de filarideos no hospedeiro definitivo e nos seus mosquitos vetores. Recentemente, a
técnica de RT-PCR tem sido avaliada para utilizagdo em diagnostico de casos de
infecdo por D. repens e D. immitis. Estudos comprovam que o método ¢ capaz de

simultaneamente detetar e diferenciar as duas espécies (Latrofa et al., 2012).

1.8.3 Testes complementares de diagndstico

Meétodos imagioldgicos, como a radiografia, ecografia e ecocardiografia, sdo uteis

na confirmac¢ao de diagndstico e classificacdo da severidade da doenga (AHS, 2024).

1. Radiografia

A avaliacdo cardiopulmonar através do uso de Raio-x contribui para a previsao de
prognostico do paciente, avaliando o estado cardiopulmonar do animal e estimando o
risco de complicagdes que poderdo decorrer pods-tratamento (AHS, 2024). As
alteracdes radiograficas variam conforme a gravidade, a duragdo da infe¢do e da
resposta individual da vascularizagdo do cdo afetado. Radiografias toracicas com trés
projecdes (lateral esquerda, lateral direita e ventrodorsal) sdo recomendadas para
analise de padroes pulmonares bronco-intersticiais ou vasculares, lesdes no
parénquima pulmonar e avaliagdo das artérias pulmonares periféricas quanto ao
diametro (Maerz, 2020). Os sinais, quase patognomonicos, de doenca vascular

causada pela dirofilariose passam pelo aumento das artérias periféricas inter e
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intralobulares com maior recorréncia nos lobos diafragmaticos. Em casos mais
severos, ocorre o alargamento da silhueta cardiaca (forma de “D” reverso) (AHS,

2024).

ii.  Ecografia

A ecografia POCUS ¢ um recurso valioso para avaliacao de disturbios pulmonares
e ¢ amplamente utilizada como meio de diagndstico de patologias respiratdrias em
cdes. E caracterizada por ser um método ndo invasivo, portatil e por gerar imagens
em tempo real. A identificacdo de varios aspetos patoldgicos depende da interpretagdo
correta dos artefactos gerados pela interacdo das ondas ultrassonogréaficas com a
interface pleuropulmonar ou com a interface ar (Armenise, 2025). Este exame deteta
efusdes cavitarias e¢ permite diagnosticar patologias cardiopulmonares, como
tromboembolismos, hipertensdo pulmonar e distensdo das veias cava e hepaticas. Em
determinados contextos clinicos, a ecografia POCUS mostrou-se mais sensivel e

especifica do que a radiografia convencional (Armenise, 2025).

iii.  Ecocardiografia

A ecocardiografia ¢ uma ferramenta importante no diagndstico e quantificacao de
hipertensdo pulmonar e na visualizagdo de parasitas intracardiacos (Romano et al.,
2021). A parede corporal dos parasitas ¢ altamente ecogénica, produzindo imagens
carateristicas compostas por dois tracos curtos paralelos, assemelhando-se a um sinal
de igual (=) (AHS, 2024). A hipertensdo pulmonar ¢ identificada através do uso de
calculos de gradientes de pressdo, recorrendo ao Doppler, se existir insuficiéncia
pulmonar ou da valvula tricispide (Maerz, 2020; Serrano-Parrefio et al., 2017).
Contudo, o diagnostico pode depender de pardmetros subjetivos, especialmente
quando a regurgitacao da valvula tricispide e/ou a insuficiéncia pulmonar sao dificeis
de avaliar. Nesses casos, ¢ utilizado o Indice de Distensibilidade da Artéria Pulmonar
Direita (RPDA Index), baseado na diferenca de didmetro entre a artéria pulmonar
direita em sistole e em diastole, medida no modo M (Serrano-Parrefo et al., 2017).
Um valor de RPDA Index inferior a 35% pode ser indicativo de hipertensdo pulmonar,
permitindo a avaliagdo da sua severidade. Indices com valores entre 35% e 28% estio
associados a hipertensao sistolica leve, entre 27% e 23% a casos moderados, enquanto

valores iguais ou inferiores a 22% sdo compativeis com hipertensao pulmonar grave
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(Venco et al., 2014). A ecocardiografia pode fornecer evidéncias definitivas de infe¢do
por dirofilariose e das alteragdes estruturais e funcionais que a patologia provoca no
coragdo, vasos sanguineos e¢ pulmdes. Em cades grandes ou com baixa carga
parasitaria, apresenta-se um método pouco eficiente, dado que os parasitas alojam-se
normalmente nos ramos periféricos das artérias pulmonares, o que se afasta da area
de visualizagdo ecocardiografica, possuindo a ecocardiografia apenas capacidade de
avaliacdo das artérias pulmonares junto a base do coragao (AHS, 2024). A
ecocardiografia permite localizar os parasitas antes de definir um protocolo de
tratamento da dirofilariose. E um teste que devera ser realizado antes de se iniciar um
protocolo que inclua remogao cirurgica dos parasitas, posto que, segundo Romano et
al. (2021), é relevante a diferenciacdo de um cdo com elevada carga parasitaria de um
cdo com baixa carga parasitaria para desenvolvimento de um plano de tratamento
correto. E importante salientar que as recomendagdes para tratamento de dirofilariose
sdo principalmente baseadas na presenca de sinais clinicos e sindrome da veia cava,

em vez de carga parasitaria (Romano et al., 2021).

1.9 Abordagem terapéutica

O tratamento da dirofilariose ¢ desafiante para o médico veterindrio, tutor e
animal. Trata-se de um procedimento dispendioso, moroso, com potenciais efeitos
colaterais e com a necessidade de restrigdo marcada da atividade fisica por parte do

animal (Dantas-Torres et al., 2023).

Testes diagnosticos deverdo ser realizados antes da prescri¢do e administracao de
farmacos preventivos de dirofilariose. E imprescindivel conhecer o estado de infecio
por D. immitis do cdo, dado que, sem esse conhecimento, conduz-se a uma sele¢do
das dirofilarias resistentes as lactonas macrociclicas (LM) (AHS, 2024). As diferentes
fases larvares possuem diferentes sensibilidades aos antihelminticos. Ao eliminarem-
se as L3 e L4 suscetiveis com a utilizagdo das LM, apenas as larvas resistentes irdo
sobreviver, desenvolver-se e reproduzir-se, aumentando a propor¢ao de individuos
com genes resistentes na populagdo e, por sua vez, serdo estas larvas resistentes que

estardo disponiveis para transmissao aos vetores (ESCCAP, 2021).
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O tratamento de pacientes assintomaticos ou com sinais leves, desde que o
exercicio fisico seja restringido, possui pouca probabilidade de causar efeitos
colaterais graves. Infe¢des moderadas a graves ou em pacientes com doencas
concomitantes podem apresentar mais dificuldades no tratamento. Caes com
sintomatologia grave deverdo ser estabilizados antes da administragdo de adulticida.
A estabilizagdo podera requerer a administracdo de glucocorticoides, diuréticos,

vasodilatadores pulmonares, ionotropicos positivos e fluidoterapia (AHS, 2024).

Os principais objetivos do tratamento da dirofilariose passam por melhorar a
condigdo clinica do animal ¢ eliminar todos os estadios (microfilarias, fases larvares,
jovens adultos e adultos) presentes no hospedeiro com o minimo de complica¢des pos-

tratamento (AHS, 2024).

O protocolo de tratamento, atualizado em 2024, recomendado pela American
Heartworm Society (AHS) incorpora a administragdo de doxiciclina, uma LM e
melarsomina num regime de trés injecdes. Tanto o European Scientific Counsel
Companion Animal Parasites (ESCCAP) como o Tropical Counsel Companion Animal
Parasites (TropCCAP) corroboram a utilizagdo deste protocolo. J4 o Companion Animal
Parasite Council (CAPC) e o European Society of Dirofilariosis and Angiostrongylosis
(ESDA) diferem ligeiramente na utilizacdo deste protocolo. Apesar das variagdes, todas
estas entidades reconhecem o impacto da doxiciclina na melhoria do animal e reconhecem
a melarsomina como adulticida de primeira linha (Dantas-Torres et al., 2023). Protocolos
com a utilizacdo de LM como adulticidas nao sao recomendados atualmente devido ao

aumento da probabilidade de resisténcias (Kramer et al., 2018).

A eliminacdo de Wolbachia ¢ prejudicial para as filarias e o tratamento com
doxiciclina mostrou-se eficaz na eliminagdo de oo6citos nas fémeas adultas, na eliminagao
de estados embrionarios iniciais e de microfilarias e também apresenta efeitos adulticidas
variados, apesar destes ultimos serem lentos e fracos (Kramer et al., 2018). A doxiciclina
deverd ser administrada antes da administragdo de melarsomina, de maneira que a
populacdo de Wolbachia e os seus metabolitos estejam reduzidos ou ausentes aquando da
morte dos parasitas. Em adicdo, a doxiciclina possui uma atividade imunomodeladora ao
inibir diversas vias inflamatorias. A dose de doxiciclina recomendada ¢ de 10mg/kg BID

oral durante 28 dias. Um periodo de pausa de um més apos toma de doxiciclina ¢
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recomendado antes de iniciar as injecdes de melarsomina (AHS, 2024). As LM, como a
ivermectina ¢ a moxidectina, sdo bastante eficientes na eliminacdo de L3 ¢ L4, mas
relativamente aos adultos, apresentam um efeito de eliminacao lento (slow-kill), sendo
capazes de provocar disfuncao neuromuscular nas larvas adultas e degeneracao de estados
embriondrios e consequentemente, diminuicdo da producdo de microfilarias (Kramer et
al., 2018). Foi demonstrado que a administragdo de doxiciclina em conjunto com
ivermectina proporciona uma atividade microfilaricida e adulticida superior ao uso de
ivermectina isolada e ainda reduz significativamente os nimeros de Wolbachia de forma
mais eficaz do que a doxiciclina sozinha (AHS, 2024). A melarsomina (dicloridrato de
melarsomina) ¢ o unico adulticida aprovado pela Food and Drug Administration (FDA).
Segundo o protocolo de trés injecdes, ¢ administrada via intramuscular (IM), entre a
terceira e quinta vértebra lombar, na dose de 2.5 mg/kg, seguida de duas administragdes
da mesma dose e via apds um més da primeira e com 24 horas de intervalo (AHS, 2024).
A melarsomina esta disponivel em dois produtos, Immiticide® (Boehringer Ingelheim) e
Diroban™ (Zoetis). Contudo, em vdrios paises onde a dirofilariose ¢ endémica, este

farmaco nao se apresenta disponivel (Dantas-Torres et al., 2023).

1.9.1 Protocolo de tratamento para D. immitis, adaptado de AHS (2024)
DIA O
e Em cdo diagnosticado e confirmado como positivo para dirofilariose por:
- Teste de antigénio e observagdo de microfilarias;
- Sem observacao de microfilarias, confirmado por um segundo teste de antigénio.

1. Administrar farmaco preventivo da dirofilariose oral/topico (duracdo mensal) ou
injetavel (duragdo entre seis e doze meses);
Se microfilarias detetadas, de modo a reduzir o risco de choque anafilatico,
realizar um tratamento prévio com antihistaminicos e glucorticoesterdides, caso
ainda ndo se esteja a fornecer prednisolona ao animal. Manter animal em
observag¢ao por oito horas.

2. Administrar doxiciclina 10 mg/kg BID durante 28 dias consecutivos;

3. Administrar produto ectoparasiticida topico para repelir € matar mosquitos;
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4. Comegar restricao de atividade fisica — quantos maior nimero de sinais o animal

apresentar, mais rigida devera ser a restri¢ao.

e Em cdo sintomadtico:
1. Estabilizar com a terapia adequada;
2. Prescrever prednisolona na dose 0.5 mg/kg BID na primeira semana, 0.5 mg/kg

SID na segunda semana e 0.5 mg/kg a cada 48 horas na terceira e quarta semanas.
DIA 30

1. Assegurar término do tratamento com doxiciclina;
2. Administrar farmaco preventivo da dirofilariose (exceto se administrado o
injetavel no DIA 0);

3. Administrar produto ectoparasiticida topico para repelir ¢ matar mosquitos.
DIA 31-59

Periodo de pausa recomendado entre a toma de doxiciclina e o inicio das inje¢des
de melarsomina, de modo a eliminar os metabolitos e as WSP do organismo do hospedeiro

antes de comecar o tratamento adulticida.
DIA 60

1. Administrar farmaco preventivo da dirofilariose (exceto se administrado o
injetavel no DIA 0);

2. Administrar a primeira inje¢ao de melasormina 2.5 mg/kg IM;
Monitorizar para a possibilidade de choque anafilatico pds-injegao.

3. Prescrever prednisolona na dose 0.5 mg/kg BID na primeira semana, 0.5 mg/kg
SID na segunda semana e 0.5 mg/kg a cada 48 horas na terceira e quarta semanas;

4. Restrigdo rigida de exercicio fisico: restrigdo em jaula, trela obrigatéria quando
animal no exterior;

5. Administrar produto ectoparasiticida topico para repelir e matar mosquitos.
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DIA 90

1. Administrar fairmaco preventivo da dirofilariose (exceto se administrado o
injetavel no DIA 0);

2. Administrar a segunda inje¢do de melasormina 2.5 mg/kg IM;
Monitorizar para a possibilidade de choque anafilatico pds-injecao.

3. Prescrever prednisolona na dose 0.5 mg/kg BID na primeira semana, 0.5 mg/kg
SID na segunda semana e 0.5 mg/kg a cada 48 horas na terceira e quarta semanas;

4. Administrar produto ectoparasiticida topico para repelir e matar mosquitos.
DIA 91

1. Administrar a terceira injecao de melasormina 2.5 mg/kg IM no lado oposto ao
do dia anterior;
Monitorizar para a possibilidade de choque anafilatico pos-inje¢ao.

2. Continuar restri¢do rigida de exercicio fisico durante as proximas seis a o0ito

semanas: restricdo em jaula, trela obrigatéria quando animal no exterior.
DIA 120
Testar para presenca de microfilarémia. Se positivo:

- Tratar com microfilaricida e retestar em quatro semanas até animal se tornar
microfilarémico negativo. Se microfilarémia persistir, ponderar testes adicionais para

resisténcia.

1. Continuar programa anual de preven¢do de dirofilariose e prevencdo contra
mosquitos;

2. Gradualmente, retornar a atividade fisica durante as préximas quatro semanas.
DIA 325

Apds nove meses da ultima injecdo de melasormina, realizar teste de antigénio e
teste de observacdo de microfilarias. Se antigénio-positivo, tratar novamente com
doxiciclina durante 28 dias e realizar duas inje¢cdes de melarsomina (2.5 mg/kg cada IM)

com 24 horas de intervalo.
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1.9.2 Tratamento cirurgico

A remogao cirurgica dos parasitas ¢ recomendada quando existe uma sobrecarga
elevada de larvas no atrio e ventriculo direitos, o que, por sua vez, inicia a sindrome de
veia cava (ESCCAP, 2021). O aumento da pressao arterial pulmonar pode ser provocado
pelo embolismo parasitario (Romano et al., 2021). O acesso cirurgico € realizado através
da veia jugular externa, utilizando uma sedacdo leve, anestesia local e uma pinga
intravascular flexivel, sempre com assisténcia da ecocardiografia. A pinga deverad ser
passada até nenhuma larva ser removida em cinco passagens consecutivas (AHS, 2024).
Com a inducdo anestésica ¢ a estabilizacdo pré-cirurgica, pode ocorrer a migracio das
larvas do coragdo direito para as artérias pulmonares, associada a administragdo de
pimobendano e sildenafil (Romano et al., 2021). Nestes casos, a pinga intravascular
podera ser cuidadosamente direcionada através da valvula pulmonar para a artéria
pulmonar, de modo a remover as larvas presentes nesse local. Apos recuperagao cirirgica,
devera ser iniciado o protocolo de tratamento recomendado pela AHS para eliminacdo
das larvas que persistirem (AHS, 2024). Em cdes com sindrome da veia cava, a extragcdo
dos parasitas resulta na resolu¢do da hemoglobinuria e da anemia. Se bem sucedida, a
remocdo cirdrgica apresenta um prognostico favoravel a longo prazo em caes que

sobrevivem até a alta médica (Romano et al., 2021).
1.9.3 Complicacoes

A complicagdo mais frequente causada por um tratamento adulticida eficaz ¢ o
tromboembolismo pulmonar. Estes trombos sdo compostos por fragmentos dos parasitas,
agregados com plaquetas e acumulagdo de fibrina. De modo a reduzir o aparecimento
desta complicagdo, a restri¢do rigida de exercicio fisico torna-se essencial. Poderao ser
administrados preventivamente glucocorticoesterdides para reduzir a inflamagao

associada as WSP e metabolitos libertados na morte dos parasitas (AHS, 2024).

1.10 Prevencao e o seu papel na satide publica

A dirofilariose canina apesar de ser uma doenga potencialmente fatal, ¢ também
passivel de prevengdo. Para todos os caes que habitem em areas endémicas, a prevengao

médica tem de ser uma prioridade, devendo o protocolo ser iniciado ap0s as oito semanas
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de vida. E importante realizar testagem de antigénios e de observagdo de microfilarias
antes de iniciar a prevencdo, uma vez que podem existir infegdes subclinicas. Nestes
casos, o uso de farmacos preventivos conduz a morte dos adultos (slow-kill)
inintencionalmente, podendo ter como consequéncia o surgimento de resisténcias (AHS,

2024).

Os farmacos preventivos aprovados pela FDA e pela European Medicines Agency
disponiveis no mercado fazem parte do grupo das LM e correspondem a ivermectina,
moxidectina, milbemicina e selamectina (AHS, 2024). A ivermectina ¢ a milbemicina
estdo disponiveis para toma oral, a selamectina em apresentagdo topica e a moxidectina
pode ser administrada via injetavel, via oral e via topica. As LM topicas ou orais sdo
administradas mensalmente e possuem efeito eficaz contra as L3 ¢ L4 que se tenham
vindo a desenvolver nos ultimos trinta dias. As LM injetaveis estdo disponiveis em alguns
paises europeus, incluindo Portugal, e devem ser utilizadas em caes com idade superior a
seis meses, com registo de durag@o de protecdo de um ano (ESCCAP, 2021). As LM sdo
farmacos considerados seguros e existem estudos que comprovam a sua seguranca de
utilizagdo mesmo em ragas de caes sensiveis (caes com deficiéncia em P-glicoproteina e
que possuem mutacdo no gene MDRI1), como os Border Collies, desde que sejam
cumpridas as dosagens recomendadas (Washington State University, 2022; AHS, 2024).
Para além da sua seguranca, as LM sdo faceis de administrar, eficazes e pouco
dispendiosas quando comparadas com o tratamento (McCall et al., 2017). A
administracao dos produtos preventivos durante doze meses do ano, mesmo em regioes
onde ndo exista a transmissdo continua durante todo o ano, melhora a adesdo ao

tratamento e pode prevenir outras infe¢oes parasitarias (AHS, 2024).

Apesar destes fatores, muitas vezes a prevaléncia da dirofilariose ndo diminui com
autilizacao destes métodos de prevencao. Este facto deve-se muitas vezes a administragdo
inconsistente e falta de adesdo por parte dos tutores e a existéncia de resisténcias as LM
das larvas de D. immitis. Quando um gene resistente ¢ estabelecido numa populagdo de
parasitas, a pressao seletiva das LM ira favorecer a persisténcia de parasitas que possuem
tais genes. Se os vetores ndo forem em conjunto eliminados, poderd ocorrer a
disseminagdo geografica destes parasitas resistentes (McCall et al., 2017). O controlo dos
vetores torna-se um elemento de grande peso na prevengao de dirofilariose. A utilizagao

de repelentes (permetrinas), que previnem a atividade de refeicdo de sangue e de
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ectoparasiticidas (isoxazolinas), cujo efeito ¢ eliminar os mosquitos, devera ser mais
agressiva nos meses mais quentes ¢ humidos (ESCCAP, 2021). As isoxazolinas (e.g.,
fluralaner e afoxolaner) ndo previnem a picada do mosquito, mas provocam a sua morte
24-48 horas apos a refeicao de sangue em caes tratados (AHS, 2024). A AHS recomenda
a eliminacdo de potenciais habitats de larvas e de mosquitos adultos, como fontes de agua
parada, em associagdo com tratamentos bioldgicos e a diminui¢ao da exposi¢ao dos caes,

ao reduzir o tempo no exterior nas horas de maior atividade do mosquito.

A utilizagdo de uma abordagem multimodal, com a utilizagdo de
repelentes/ectoparasiticidas e LM foi comprovada por McCall et all. (2017) como tendo
uma maior eficacia no controlo da dirofilariose do que a utilizagdo de LM isoladas. Deste
modo, para obter melhores resultados na prevencao de dirofilariose, ¢ recomendado o uso
profilatico de LM durante todo o ano juntamente com produtos topicos para repelir e

matar mosquitos (AHS, 2024).

A prevencao da infe¢do por Dirofilaria immitis ndo ¢ apenas uma medida essencial
na perspetiva da saide animal, mas também apresenta-se como uma questdo relevante
para a saude publica (Angelou et al., 2019). Os humanos sdo hospedeiros acidentais de
D. immitis e a sua infe¢do pode levar a dirofilariose pulmonar humana com a formacao
de nodulos nas artérias pulmonares e em outras regides ectdpicas, incluindo o tecido
subcutaneo, conjuntiva ocular e serosas (Riebenbauer et al., 2021). Os pacientes humanos
poderdo apresentar sinais como tosse, dor no peito, hemoptise, dispneia e desconforto
ocular (Dantas-Torres & Otranto, 2020). No entanto, a maioria das infegdes em humanos
sdo autolimitantes, com manifestacdes subclinicas, podendo, em algumas situacdes,
permanecer assintomaticas e nao diagnosticadas. Considera-se que Dirofilaria spp nao
completa o seu ciclo de vida em humanos, dado que as larvas infetantes sdo eliminadas
apos transmissdo ou nao sdo capazes de atingir a maturidade sexual (Riebenbauer et al.,
2021). Evidéncias recentes tornam esta consideracdo mais complexa, considerando que
Potters et al. (2018) descreveram um caso onde um parasita adulto, da espécie D. repens,
foi identificado num paciente humano. A microfilarémia ¢ um evento muito raro em

humanos (Riebenbauer et al., 2021).

A dirofilariose humana ¢ considerada como uma doenca zoonotica esporadica.

Contudo, nas ultimas décadas, o nimero de casos reportados tem vindo a aumentar,
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podendo ser consequéncia de varios fatores que promovem a propagagdo de agentes
transmitidos por vetores e do aprimoramento da conscientizagdo da comunidade médica
quanto a esta parasitose (Dimzas et al., 2024). A disseminag¢ao da dirofilariose esta
principalmente relacionada com a disponibilidade de hospedeiros reservatorios, a sua
biologia e comportamento, a presenca de vetores, ao clima e as mudancas na atividade

humana (Riebenbauer et al., 2021).

A vigilancia epidemiologica a longo prazo ¢ crucial para identificar focos
emergentes de doenga. Para além da vigilancia continua, ¢ necessario testar os animais e
aplicar as medidas preventivas estipuladas, principalmente em regides endémicas. Os
médicos veterinarios devem estar cientes da prevaléncia de infecdo nas suas areas de
atuacdo. E fundamental uma visdo baseada na One Health ao abordar a dirofilariose,
reconhecendo a interdependéncia que existe entre as saudes animal, humana e ambiental,
favorecendo a colaboragdo entre médicos e médicos veterinarios no controlo desta

zoonose (Chocobar et al., 2024).

1.11 Prognéstico

A dirofilariose possui um progndstico favoravel em pacientes com infegdo leve a
moderada, intermédio a reservado em casos mais graves e critico em pacientes com
sindrome da veia cava, tromboembolismo pulmonar grave ou insuficiéncia cardiaca

congestiva (Hoch & Strickland, 2008).

2. Medicina de abrigo

A medicina de abrigo ¢ uma area da Medicina Veterinaria dedicada ao cuidado de
animais acolhidos por associacdes ou abrigos de acolhimento temporario. Difere da
pratica médico veterinaria clinica convencional uma vez que aborda simultaneamente a
medicina individual e coletiva, atuando num contexto caraterizado por multiplos desafios
financeiros, logisticos e sociais. Ao contrario da medicina clinica, centrada
individualmente em animais com tutores, a medicina de abrigo lida frequentemente com
animais sem historico clinico, muitas vezes vitimas de maus-tratos e negligéncia,

exigindo uma gestao eficaz da saude coletiva, prevencao de doengas infetocontagiosas e
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promog¢do do bem-estar fisico e comportamental da populagdo residente (ASV, The
Association of Shelter Veterinarians, 2022). Os abrigos, por norma, operam com recursos
limitados, sendo obrigados a priorizar as intervengdes preventivas, diagnésticas e
terapéuticas. A auséncia de conhecimento preciso sobre o risco de exposi¢ao a uma afe¢ao
como a dirofilariose, dificulta a tomada de decisdo (Gettings et al., 2023). O médico
veterindrio desempenha um papel fundamental na orientacdo técnica e no funcionamento
dos abrigos, ao garantir condi¢des sanitarias adequadas e educagao dos cuidadores. Para
além da fungao clinica, atua também como gestor da saude coletiva da populagdo, com a
implementagdo de protocolos de prevengdo, medidas de diagnostico e controlo de
doengas infetocontagiosas, incluindo a dirofilariose (ASV, The Association of Shelter
Veterinarians, 2022). Este tipo de medicina de abrigo constitui importantissimas células

de satde publica.
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II. Estudo

3. Objetivos

O OneVet - Hospital Veterinario VetSet, local onde a autora conduziu o seu estagio
curricular, mantém uma ampla rede de parcerias com associagdes e abrigos de animais,
0s quais constituem uma parcela significativa dos seus clientes. A alta prevaléncia de
dirofilariose no distrito de Setubal tem sido constatada tanto nos animais provenientes

dessas instituigdes quantos nos ademais pacientes atendidos no hospital.

Este estudo visa averiguar a prevaléncia de microfilarémia num abrigo de caes
localizado no distrito de Setubal, cuja responséavel relata a presenca de casos de
dirofilariose diagnosticados (6 casos diagnosticados previamente ao estudo), mas enfrenta
restricdes financeiras que comprometem a realizacdo de testes de diagndstico e a

implementa¢do de medidas preventivas.

Previamente a realizacdo do estudo, foi obtido o consentimento informado da
responsavel do abrigo e autorizagio pelo Orgdo Responsavel pelo Bem-Estar Animal da
Universidade de Evora (ORBEA-UE). Procurou-se comparar os métodos de observagio
de microfilarias, destacando as diferengas encontradas entre a sensibilidade e
especificidade dos mesmos, assumindo como método de referéncia “Gold Standard” a

técnica de Knott.
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4. Material e métodos
4.1 Area de estudo

O estudo incidiu sobre a populagdo de caes que habitam no abrigo “101 Rafeiros” situado
na localidade de Aguas de Moura, na freguesia da Marateca, concelho de Palmela, distrito
de Setiibal (38° 35" N, 8° 42" O). A Figura 5 demonstra imagens representativas das
instalagdes do abrigo. Esta zona encontra-se na periferia do estuario do Sado,
caraterizado pelo clima mediterraneo, de transi¢do entre o clima maritimo e o clima
continental. O presente trabalho foi desenvolvido durante o0 més de maio, a meio da
estacdo primaveril, onde as temperaturas médias diurnas variam em torno dos 20°C e as
noturnas ficam em cerca de 10°C. Durante este periodo, a precipitacdo costuma-se registar

entre os 50mm e os 70mm (Weather Atlas, 2025).

Figura 5 - (A) Zona da entrada do abrigo; (B) Zona do terreno superior ¢ inicio da
zona do telheiro do abrigo. (Originais)

O abrigo encontra-se dividido em oito setores, destacados na Figura 6, cinco deles

sendo espagos exteriores, dois espagos interiores € um armazém.

A recolha de material, em particular das amostras sanguineas, foi realizada no
proprio abrigo, na zona (6), ilustrado na Figura 7, de modo a minimizar o stress associado
ao transporte dos animais. Os testes esfregaco de sangue e gota fresca foram realizados
logo apds o momento da colheita. O esfregaco sanguineo foi fixado e corado no local. A
técnica de Knott foi efetuada no laboratério do OneVet — Hospital Veterinario VetSet, bem

como a observagao microscopica de todos os testes de observagdo de microfilarias.
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Figura 6 - Esbogo da area do abrigo (Original)

Legenda:

1) Enfermaria

2) Entrada

3) Terreno superior
4) Marquise

5) Cozinha

6) Armazém

7) Telheiro

8) Terreno inferior

Figura 7 - (A), (B), (C) Espacos montados para recolha das amostras no abrigo. (Originais)

32



4.2 Populac¢io em estudo

O estudo foi conduzido através da colheita de sangue de 62 animais utilizando a
veia safena como ponto de acesso. O grupo de caes € constituido por individuos de ambos
os sexos e diversas idades, racas e pesos, sendo estas as variaveis registadas em cada
animal. Todos os animais foram submetidos a um exame fisico detalhado e de modo a
garantir o bem-estar animal e a validade dos resultados, os animais que apresentaram
idade inferior a um ano, comportamento agressivo, stress excessivo, anemia,
desidratacdo, disturbios térmicos (hipo/hipertermia) ou um estado clinico comprometido
foram excluidos do estudo. O abrigo alberga no total 66 caes, dos quais quatro foram
excluidos da amostragem. As exclusdes ocorreram devido aos critérios previamente
estabelecidos, existindo um cdo com idade inferior a um ano, dois cdes cujo stress no
momento da colheita impossibilitou a recolha de amostras € um cdo com doenga cronica
em fase de agudizacdo. Para averiguar o nimero minimo de animais a utilizar, garantindo

poder estatistico ao estudo, ¢ aplicada a seguinte formula (Stevenson, 2021):

N x Zfl _a X Py(1=Py)

nz=

(E2x (N-1))+ (Zfl oy P,(1- Py)>

Em que,
n: tamanho da amostra
N: tamanho da populagdo (66)
“

1 _g}: valor da distribuicdo normal para um nivel de confianc¢a de 95%, Z=1.96

2

E: margem de erro (5%)

P

)+ proporgdo estimada (0.5)

Apos substituicdo e resolugdo da equacgdo, obtém-se um tamanho minimo de 57
individuos, valor que garante a representatividade da amostra com um nivel de confianca

de 95% e um erro absoluto de 5%.
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4.3 Colheita e analise sanguinea

As amostras foram colhidas pela autora do estudo. Pelo menos 1,5ml de sangue
foi retirado de cada animal. Inicialmente, foi realizada a tricotomia e assepsia do local de
colheita com alcool a 70%. De seguida, foi efetuada
a venopuncdo da veia safena com agulhas de 23
Gauges (G) e seringas de 2ml e de 1ml estéreis. A
colheita das amostras foi realizada ao final do dia,
entre as 18 e as 20 horas. As amostras foram
imediatamente colocadas e armazenadas em tubos
de EDTA para posterior analise realizada no
laboratério do OneVet — Hospital Veterinario VetSet,
representado na Figura 8. A partir das amostras
sanguineas foi possivel utilizar uma gota para a

elaboracdo do esfregaco de sangue, outra gota para

a técnica de gota fresca (ambas as gotas retiradas

Figura 8 - Analise laboratorial no OneVet
- Hospital Veterinario Vetset. (Original)

previamente a colocacdo das amostras nos tubos de
EDTA) e 1ml para a realizacdo do método de Knott para cada animal. As técnicas da gota
fresca e do esfregaco de sangue foram realizadas no proprio local de colheita. O esfregago
foi posteriormente fixado e corado nas mesmas instalagdes, possibilitando a preservacao
das carateristicas morfoldgicas das células sanguineas. As amostras colocadas em tubos
de EDTA foram acondicionadas sob refrigeracdo durante o transporte. Apos chegada das
amostras ao laboratdrio, as laminas contendo a gota fresca foram analisadas num prazo
de trés horas pos colheita, apesar da técnica recomendar a observagdo ao microscopio até
30 a 60 minutos pos-colheita. O cumprimento deste intervalo ¢ recomendado para
minimizar a probabilidade de erros na avalia¢do, dado que as microfilarias perdem a
motilidade e podem entrar em processos de degradagdo. Os esfregagos de sangue fixados
e corados foram observados ao microscopio até 72 horas depois da sua realizagdo. Para a
realizagdo da técnica de Knott, e assegurando a conservagdo do sangue, as amostras foram
transferidas para tubos contendo formol a 2% imediatamente apds chegada ao laboratorio
e foram refrigeradas até serem centrifugadas, coradas e analisadas num prazo de 48 horas

po6s colheita.
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4.4 Técnicas laboratoriais

As técnicas empregadas neste estudo pertencem aos métodos diretos, integrando-

se nos procedimentos parasitologicos para observagdo de microfilarias.
4.4.1 Gota fresca

A técnica de gota fresca, observada na Figura 9, possibilita a observagdo da
movimentagdo de microfilarias no meio celular. Envolve a colheita de sangue, colocacao
de uma gota de sangue sobre uma lamina, cobertura com uma lamela e exame

microscopico (AHS, 2024).

Figura 9 - Microfilaria (seta) encontrada ao realizar a
técnica de gota fresca objetiva 40x. (Original)

4.4.2 Esfregaco sanguineo

Como referido anteriormente, consiste na aplicacao de uma gota de sangue numa
lamina, seguida da preparacdo de um esfregago com uma segunda lamina deslizadora

(Berndt et al., 2019).

A coloragdo de Diff-Quick ¢ realizada, fixando o esfregago em metanol, seguido
de imersdo nos corantes eosina e azul de metileno, com posterior lavagem com agua
destilada e secagem ao ar (Bristol, 2017). A 1amina ¢ examinada ao microscopio para

identificacdao de microfilérias, ilustrado na Figura 10.
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Figura 10 - (A), (B) e (C) Microfilarias
observadas em esfregagos sanguineos na
objetiva de imersdo x100 (Original)

4.4.3 Método de Knott

O método de Knott é uma técnica de concentracdo que, resumidamente, consiste
em adicionar 1ml de sangue em EDTA a 9ml de formol a 2%, centrifugar a 1100-1150
rpm durante cinco a oito minutos e corar o sedimento com azul de metileno. O sedimento
¢ observado ao microscopio para dete¢do de microfilarias (Figura 11 e Figura 12). Este
método permite realizar uma caraterizagao morfologica das larvas, permitindo diferenciar
as microfilarias de D. immitis das de outros parasitas (Rawlings, 1986; AHS, 2024),
através da avaliacdio da extremidade anterior, posterior ¢ da movimenta¢do das
microfilarias, ndo tendo sido possivel neste estudo uma diferenciacdo a partir de medigdes
de comprimento ou largura. Devido a limitagdes orcamentais, apenas estavam disponiveis
tubos para centrifuga com a capacidade para 6ml. Consequentemente, procedeu-se a
adaptacao da técnica de Knott, realizando duas amostras de 0,5ml de sangue por animal,
cada uma diluida em 4,5ml de formol a 2%. Assim, assegurou-se a andlise de Iml de

sangue por animal diluido em 9ml de formol, conforme os requisitos da técnica.
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Figura 11 — Microfilarias observadas pelo método de Knott na objetiva de 10x (Original)
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Figura 12 - Microfilérias observadas pelo método de Knott na objetiva de 40x (Original)

4.5 Analise de dados

Os dados obtidos foram introduzidos numa folha de célculo Microsoft® Excel®
para Microsoft 365, a qual serviu de suporte para a andlise estatistica realizada, recorrendo
a linguagem de programacao Python executada no ambiente Jupyter Notebook. Foram
aplicados testes de percentagens para determinar a frequéncia de positividade, o teste do
Qui-Quadrado para avaliar associagdes entre varidveis categoricas € o coeficiente de
concordancia de Cohen’s Kappa para medir o grau de concordancia entre os diferentes
testes diagnodsticos. Adicionalmente, foram construidas tabelas de contingéncia (cross-
tabulations) e calculadas métricas de desempenho diagndstico (sensibilidade e

especificidade) para comparar a eficacia dos métodos realizados.
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5. Resultados
5.1 Analise descritiva da populacao

Para a realizagdo do presente estudo, 62 cdes foram considerados elegiveis,
provenientes de uma populagdo com um total de 66 animais. A amostra foi composta por
38 (61,3%) machos e 24 (38,7%) fémeas. Dentro da populacdo total de machos (n=38),
36 estdo castrados (94,7%) ao passo que entre as fémeas, 24 estdo castradas (100%), como

consta no Grafico 1.

Grafico | - Distribuicdo percentual dos individuos por sexo e estado de castrag@o

9
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0,0% °

Populagdo Castrados Nao Castrado

Fémeas Machos

A amostra foi categorizada em faixas etarias com os seguintes intervalos: 1-5 anos;
6-10 anos; 11-15 anos — Grafico 2. Observou-se que 34,4% (21/62) dos caes
encontravam-se na primeira faixa etaria, 32,8% (20/62) e 32,8% (20/62) nas
subsequentes, respetivamente. Nao foi possivel obter registo preciso da idade de um dos
individuos, resultando num dado ausente para esta variavel. A média de idades observada

foi de 7,5 anos com um desvio padrao de 4,03.

Grafico 2 - Distribui¢do percentual dos individuos por faixa etaria

M1-5anos M6-10anos 11-15anos
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Os resultados referentes ao peso foram organizados em faixas nos intervalos 1-
Skg, 6-10kg, 11-15kg, 16-20kg, 21-25kg, 26-30kg, 31-35kg e 36-40kg, sendo a mais
frequente entre os 6-10kg (16/62; 25,8%). A distribuicdo percentual dos individuos de
acordo com o peso encontra-se detalhada no Grafico 3. A média do peso corporal na
populacao foi de 15,45kg com um desvio padrao de 8,3kg, com valores distribuidos entre

um minimo de 3kg e maximo de 40kg.

Grafico 3 - Distribuigdo percentual dos individuos por faixas de peso
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Observou-se que 91,9% dos caes avaliados (57/62) foram classificados Sem Raga
Definida (SRD), enquanto os restantes pertenciam as racas Poodle (2/62; 3,2%), Pinscher
(1/62; 1,6%), Pastor Australiano (1/62; 1,6 %) e Cio de Agua Portugués (1/62; 1,6%).

Outras informagdes percentuais relativas as restantes varidveis, como estilo de
vida, vacinagdo obrigatéria em dia, uso de preventivo nos tltimos 12 meses, diagndstico

prévio de dirofilariose e presenca de sintomas clinicos a consultar na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo percentual e nimerica de diversas variaveis associadas a cada individuo

Estilo de vida Exterior 95,2% 59/62

Interior 4,8% 2/62

SRD 91,9% 57/62

Pinscher 3,2% 2/62

Raca Cio de Agua Portugués| 1,6% 1/62

Pastor Australiano 1,6% 1/62

Poodle 1,6% 1/62

Vacinagao em dia Sim 96,8% 60/62

Niao 3,2% 2/62

Uso de preventivo (Moxidectina) nos ultimos 12 meses Sim 3,2% 2/62
Niao 96,8% 60/62

Diagnostico prévio de Dirofilariose Sim 8,1% 5/62
Nio 91,9% 57/62

Presenga de sinais clinicos Sim 3,2% 2/62
Niao 96,8% 60/62
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De acordo com a organizacdo fisica do local, os animais analisados em estudo
encontravam-se distribuidos por setores conforme a sua zona de permanéncia no dia a dia
(Tabela 3). A estratificag@o por setores possui a seguinte frequéncia: telheiro 29% (18/62),
terreno inferior 19,4% (12/62), terreno superior 17,4% (11/62), marquise 16,1% (10/62),
entrada 12,9% (8/62) e cozinha 4,8% (3/62).

Os diferentes setores do abrigo apresentaram distintas prevaléncias de infe¢ao. O
setor “terreno inferior”, um espago exterior, registou uma prevaléncia de 100%, obtendo
a maior frequéncia de casos positivos, em contraste com o setor denominado “cozinha”,
um espago interior, onde ndo se registou nenhum caso positivo, verificando-se uma
prevaléncia de 0%.

Tabela 3 - Prevaléncia de infe¢cdo por setor

Setor Total de animais no setor Numero de positivos Prevaléncia de infegao
Telheiro 18 7 38,9%
Terreno inferior 12 12 100,0%
Terreno superior 11 6 54,5%
Marquise 10 8 80,0%
Entrada 8 3 37,5%

Cozinha 3 0 0,0%

Total 62 36 58,1%

5.2 Resultados dos testes parasitologicos

Em relacdo aos testes de parasitologicos realizados, foi possivel observar-se uma
variacdo diante das taxas de positivos entre os trés métodos de observagdo de

microfilarias, como consta no Grafico 4.

Grafico 4 - Comparagdo de resultados entre os diferentes métodos parasitologicos
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B Amostrainsuficiente 0,0% 0,0% 16%

Percentagem de positivos M Percentagem de negativos W Amostra insuficiente
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A técnica de gota fresca apresentou uma percentagem de detecdo positivos para
microfilarémia de 50% (31/62) da populagdo analisada, enquanto o esfregaco sanguineo
identificou apenas 40,3% (25/62) dos positivos. O método de Knott demonstrou-se com

a maior taxa de dete¢do, com 53,2% (33/62) de individuos positivos.

Nao foram encontradas evidéncias estatisticas que comprovem uma associagao
significativa entre a prevaléncia de microfilarémia e as variaveis individuais analisadas
(p >0,05), com excecao das variaveis “peso” e “setor”. A variavel “peso” apresentou uma
relacdo estatisticamente significativa com a presenca de microfilarémia - Teste Qui-
Quadrado ¥*=18,290; p=0,0055, assim como a variavel “setor” - Teste Qui-Quadrado

1’=18,960; p=0,002.

5.3 Validacio diagndstica em relacio aos métodos utilizados

Considerando o método de Knott como teste “Gold Standard”, a comparacao com
a técnica de gota fresca revelou uma sensibilidade de 84,8%, o que indica que esta técnica
foi capaz de identificar corretamente 84,8% dos individuos positivos detetados pelo
método de Knott. A especificidade observada foi de 89,3%, demostrando que a gota fresca
classificou 89,3% dos resultados negativos segundo o método de Knott. Ja o esfregago
sanguineo demonstrou uma sensibilidade inferior ao da gota fresca, com o valor de
75,8%. No entanto, a especificidade do esfregaco sanguineo em relagdo ao método de
Knott foi de 100%, indicando que todos os individuos classificados como negativos com

o método de Knott foram-no também corretamente classificados no esfregaco sanguineo.

5.4 Concordancia entre os testes de observaciao de microfilarias

Aplicando o Coeficiente de Cohen Kappa (x), foi possivel averiguar a
concordancia entre os diferentes testes parasitologicos realizados. Para interpretacao dos

valores de « € utilizada a seguinte escala (Cohen, 1960):

0-0,2 [nenhuma ou pouca concordancia
0,21 — 0,4 |concordancia fraca
0,41 — 0,6 |concordancia moderada
0,61 — 0,8 [concordancia substancial

0,81 —1 |excelente ou perfeita concordancia
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Na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos. Ao analisar os resultados, pode-
se constatar que todos os testes para detecao de microfilarias — gota fresca, esfregago
sanguineo, técnica de Knott — possuem uma concordancia substancial, revelando que os

testes sdo, em grande medida, consistentes entre si.

Tabela 4 - Concordancia entre os diferentes testes de observacao de microfilarias

Comparagao entre métodos Coeficiente de Cohen Kappa (k) Interpretacdo da Concordéncia
Gota fresca vs Esfregago Sanguineo 0,742 Substancial
Gota fresca vs Método de Knott 0,714 Substancial
Método de Knott vs Esfregaco Sanguineo 0,719 Substancial

6. Discussao

O presente trabalho visa apurar a prevaléncia de microfilarémia em caes de abrigo
residentes numa zona endémica de dirofilariose, em particular numa populagao sem
recurso a protocolos profilaticos (ou com o seu uso irregular) e com diagndsticos prévios
da parasitose. Esta abordagem permitiu avaliar a disseminacdo da infecdo em condic¢des
nao controladas. Adicionalmente, procedeu-se a uma comparagao da eficacia de detegao
de microfilérias por trés métodos distintos, entre eles a gota fresca, esfregaco sanguineo
e método de Knott. Esta comparagdo visa identificar a técnica mais apropriada para a
observagdo de microfildrias, em especial em contextos com limitagdes financeiras, onde
a escolha de métodos de diagndstico deve considerar ndo s6 o custo, mas também a

sensibilidade, especificidade e aplicabilidade pratica.

Dado que a maioria dos caes foram classificados como SRD, ndo foi possivel
estabelecer relagdo entre raga e ocorréncia de infegdo. As varidveis ‘“Vacinagdo
obrigatéria em dia”, “Uso de preventivo nos tltimos 12 meses”, “Diagnostico prévio de
dirofilariose” e “Presenga de sintomas clinicos” foram avaliadas quanto a associa¢do com
a ocorréncia de infecdo. A distribuigdo muito concentrada das respostas dentro de cada
variavel dificulta a comparacdo estatistica entre grupos. Em termos percentuais, 96,7%
da populagdo possui vacinacao obrigatoria, 96,8% nao utilizou preventivo nos tltimos 12
meses, 91,9% nao possui diagnoéstico prévio de dirofilariose e 96,8% ndo apresentava
sintomas clinicos. Estes valores limitam a possibilidade de analisar estatisticamente a
influéncia destas variaveis na prevaléncia da infecdo, e, assim sendo, por conseguinte,

nenhuma associagao foi estabelecida.
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Nao foi observada uma associacdo estatistica entre a prevaléncia de infeg¢do e o
sexo dos caes, estando em concordancia com estudos prévios (Wang et al., 2016; Cai et
al., 2023; Khouri et al., 2024). A manutencao dos animais num ambiente uniforme (espago
exterior) provavelmente diminuiu as diferengas entre machos e fémeas, que em outras
situagdes poderiam influenciar a suscetibilidade a infecdo. Contudo, embora esses
mesmos estudos e em outros (Pedram et al., 2019) apontem a idade como um fator de
risco relevante para infegdo, tal associagdo nao foi evidenciada neste estudo, sendo
possivel a hipotese de que a organizagao dos grupos etarios influenciou o resultado e, por
sua vez, determinou a auséncia de associagao estatistica. Esta discrepancia pode também
ser justificada pelo facto de o tempo de permanéncia no abrigo, € por extensio, o tempo
de exposi¢do aos vetores nesse local, ndo estar totalmente relacionado a idade dos

animais, diluindo o efeito desta variavel como fator de risco.

Com base nos resultados, foi comprovada uma associacao entre a variavel “peso”
e a prevaléncia de microfilarémia. Caes com peso inferior a 15kg apresentam uma menor
frequéncia de positivos para microfilarémia, ao contrario dos caes com pesos
compreendidos entre os 16kg e os 40 kg, que concentram as faixas de peso com um maior
numero de positivos. Esta distribuicdo pode sugerir que caes com maior peso corporal
(ou condi¢do corporal mais elevada) possuem uma maior probabilidade de infegdo,
contrapondo-se aos achados de Hazelrig et al. (2023), onde se constata que caes com
condicdo corporal mais baixa possuem maior risco de infegdo. A divergéncia observada
pode ser justificada por diferengas comportamentais, tendendo os cdes de peso elevado a
ser menos ativos que os caes de peso baixo, o que influencia os padrdes de exposi¢ao aos
vetores, sobretudo em ambientes exteriores. Além disso, cdes com peso elevado residem
provavelmente ha mais tempo no abrigo, potencializando uma exposi¢ao continua ao
vetor. De acordo com estudo realizados por Donnett et al. (2018), demonstrou-se uma
associagdo com a presenca de antigénio de D. immitis e o peso do animal. Caes com
elevado peso apresentam 2,16 vezes mais probabilidade de se encontrarem positivos do
que caes com peso corporal médio, enquanto caes com peso baixo apresentam 2,26 vezes

mais probabilidade em relagdo ao mesmo grupo de referéncia.

A distribui¢do dos animais por sete setores ndo s contribui para a organizacao da
rotina didria do abrigo, como também se mostrou uma variavel associada a prevaléncia

de microfilarémia. Dos animais que habitam no exterior (59/62), foram detetados 36
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positivos. Este resultado pode ser explicado pela maior probabilidade de picada dos
vetores nos caes que se encontram no exterior, especialmente nas horas de maior atividade
das microfilarias, como sustentado pelos trabalhos de Wang et al. (2016) e Fuehrer et al.
(2021). A associagdo estatistica entre setores e prevaléncia de microfilarémia pode ser
justificada por fatores ambientais, dado que o setor com maior nimero de infetados
(“terreno inferior”) ¢ um espago circundado por densa vegetacao alta e por sua vez, com
maior acumulacdo de matéria organica e presenga de agua, formando uma ambiente

propicio a proliferacao de mosquitos (Montoya-Alonso et al., 2017).

Estdo disponiveis diversas técnicas para pesquisa de microfilarias. O presente
trabalho visa avaliar trés técnicas: esfregaco sanguineo, gota fresca e método de Knott,
os resultados relativos a dete¢do de positivos, as suas vantagens e desvantagens
diagnésticas e limitagdes. Segundo os resultados, o0 método de Knott demonstrou a maior
taxa de deteg¢do de positivos, classificando 53,2% (33/62) da populagdo de caes como
microfilarémicos. A técnica de gota fresca classificou 50% (31/62) como positivos e o

esfregago sanguineo 40,3% (25/62).

Comparando os diversos testes, 0 método de Knott mostrou um desempenho
superior na identificacdo de animais microfilarémicos, podendo este facto ser justificado
pelo volume superior de sangue que ¢ avaliado, recorrendo a utilizagdo de uma etapa de
concentracao (Smith et al., 2024). O método de Knott ¢ considerado o teste parasitologico
mais eficiente na detecdo de microfildrias, sendo amplamente reconhecido como o
método de referéncia “Gold Standard” em condi¢des de recursos limitados e contexto de
trabalho de campo, uma vez que ¢ um método de execucdo simples, econdmico e com
baixa necessidade de equipamentos especializados (Soares et al., 2022). Em adi¢do, o
método de Knott ainda permite identificar morfologicamente os diferentes filarideos,
permitindo descartar falso-positivos de dirofilariose (AHS, 2024). Neste estudo, ndo ¢

possivel excluir totalmente a possibilidade de infe¢do concomitante com outros filarideos.

A técnica de gota fresca mostrou-se, em termos de desempenho, inferior ao
método de Knott, porém superior ao esfregago sanguineo, destacando-se como um
método intermédio na dete¢do de microfilarias. A gota fresca ¢ uma técnica rapida e
simples, permitindo a visualizagdo do movimento tipicamente estaciondrio das

microfilarias (AHS, 2024). De acordo com Smith et al. (2024), em concentragdes iguais
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ou superiores a 50 microfilarias por mililitro, a gota fresca possui um desempenho similar
ao método de Knott. No entanto, se os niveis de microfilarémia se encontrarem abaixo
deste limite, a técnica de gota fresca torna-se menos fidvel e a sua sensibilidade decresce
consideravelmente. Na populacao estudada neste trabalho, a reducdo entre a percentagem
de positivos detetados pelo método de Knott e a gota fresca ¢ pouco evidente (3,2%), o
que sugere, indiretamente, que a maioria dos animais apresenta niveis de microfilarémia
iguais ou superiores a 50 microfilarias por mililitro. Considerando que a amostra ¢
composta apenas por caes de abrigo, um grupo com geralmente altas taxas de infe¢ao por
D. immitis, a elevada carga parasitaria pode atenuar a diferenca de desempenho entre os
testes. Isto ocorre porque uma maior concentragao parasitaria aumenta a probabilidade de
existéncia de microfilarias e facilita a sua detegdo, mesmo por métodos menos sensiveis

(Smith et al., 2024).

O esfregago sanguineo, em norma realizado com um volume inferior de sangue
relativamente aos outros dois métodos, subestima a carga de microfildrias presentes no
sangue. Animais com baixa carga parasitaria possuem maior probabilidade de resultados
falso-negativos quando utilizados métodos com menor sensibilidade diagnostica
(Trancoso et al., 2020). A auséncia de microfilarias em circulagdo, ndo s6 esta associada
a uma baixa carga parasitaria, como também ao longo periodo pré-patente do parasita
(cerca de sete meses) € a baixa concentragdo de microfilarias nas amostras realizadas
(Panarese, latta, Mendoza-Roldan, et al., 2020). Com o desenvolvimento de uma resposta
imune eficaz ou do declinio das fémeas adultas, um cao podera tornar-se amicrofilarémico
um ano poés-infecdo (Rawlings et al., 1982; Panarese, latta, Mendoza-Roldan, et al.,
2020). Um estudo comparativo demonstrou uma reducdo de 20% na taxa de detecdo de
microfilarias pelo esfregaco sanguineo em relagdao ao método de Knott (Courtney & Zeng,
2001). Os niveis elevados de microfilarémia observados, mesmo recorrendo a uma
técnica de sensibilidade inferior como o esfregaco sanguineo, sdo justificados, mais uma
vez, pela tipologia da populagdo analisada, composta por animais de abrigo que

geralmente apresentam maior exposi¢ao e carga parasitaria.

Para avaliar a sensibilidade e especificidade, foi classificado o método de Knott
como “Gold Standard”, de modo a proceder corretamente a comparagdo entre as
diferentes técnicas, uma vez que ndo se realizaram mais testes para a confirmagao

definitiva da presenca ou auséncia de infecdo nos individuos analisados (por exemplo
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testes seroldgicos, moleculares ou necropsia). Esta escolha ¢ justificada pela maior
sensibilidade do método de Knott, que lhe confere maior credibilidade e estabelece-o
como padrao para avaliagdo dos restantes métodos parasitoldogicos (AHS, 2024). A
sensibilidade da gota fresca foi de 84,8%, enquanto a do esfregago sanguineo foi inferior,
alcangando os 75,8%. Um estudo realizado por Courtney & Zeng. (2001) aferiu que a
técnica do esfregaco sanguineo detetou 80,9% das amostras positivas confirmas pelo
método de Knott, um valor superior, mas mantendo-se consistente com os dados do
presente estudo. Em relagdo a especificidade, a gota fresca apresentou 89,3%, ao passo
que o esfregago sanguineo mostrou superioridade, atingindo 100%. Estes métodos
apresentam uma especificidade bastante elevada devido a observagdo microscopica direta
das microfilarias, reduzindo a ocorréncia de resultados falso-positivos para

microfilarémia (Simon et al., 2012).

E importante salientar a possibilidade de existéncia de resultados falso-positivos
e falso-negativos para presenca de infecdo por D. immitis. Os métodos parasitoldgicos
baseiam-se na observacdo microscopica, que por sua vez, estd sujeita a subjetividade do
observador, sendo, portanto, dependentes da experiéncia e conhecimento do mesmo para
identificar e classificar corretamente as microfilarias. As microfilarias foram identificadas
como pertencentes a D. immitis apenas através da avaliacdo da extremidade cefalica, da
extremidade posterior e da movimentagdo. Nao foi possivel realizar medi¢des de
comprimento ou largura das microfilarias, o que pode causar um viés de classifica¢do,
uma vez que outras espécies, como D, repens ou A. dracunculoides, podem
evidentemente estar presentes. Resultados falso-positivos podem ocorrer quando
microfilarias de outras espécies de filarideos sdo incorretamente identificadas como
pertencentes a D. immitis (Rojas et al., 2015). Alguns dos casos considerados positivos
no estudo para infecao por D. immitis podem corresponder a falso-positivos, decorrentes
das limitagdes na identificacdo morfologica. Fatores como a presenca de adultos juvenis,
uma infe¢do composta por apenas fémeas ou apenas machos ou a ndo libertagdo de
microfilarias pelas fémeas na altura da testagem podem resultar em falso-negativos. Tais
limitagdes diagndsticas devem ser tidas em consideragdo na interpretacao dos resultados
e, consequentemente, na estimativa da prevaléncia de infe¢do da populagdao (Genchi et

al., 2014; Ogbaje & AbelDanjuma, 2016).
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Relativamente aos testes serologicos, estes apresentam uma sensibilidade superior
aos testes parasitologicos, dado que detetam antigénios circulantes, predominantemente
gerados pelo trato reprodutor das fémeas adultas de D. immitis (AHS, 2024). Quando
comparados ao método de Knott, considerado o “Gold Standard” das técnicas
parasitoldgicas, os testes serologicos, como o ELISA, possuem maior capacidade de
detecdo de casos positivos. Num estudo de Panarese, latta, Latrofa, et al. (2020) o método
de Knott detetou cerca de 30,3% menos casos positivos em relagdo ao ELISA, reforcando
assim, a limitagdo dos testes parasitologicos. Porém, existem determinadas situagdes em
que um cao apresenta resultado negativo para antigénio, apesar da presenca de
microfilarias circulantes. Isto pode ocorrer em caso de morte dos parasitas adultos com
persisténcia das microfilarias, transmissao transplancetaria de microfilarias, transmissao
por transfusdo sanguinea (Smith et al., 2024) ou ainda, devido ao bloqueio de detecdo de

antigénio ocasionado pela formagao de complexos antigénio-anticorpo (AHS, 2024).

A utilizacdo de testes moleculares, como o PCR, aumenta a sensibilidade da
detecao de microfilarias quando comparada ao método de Knott, visto que nao depende
da interpretacdo morfolégica do observador durante a leitura das laminas. No entanto,
apesar da sua eficacia, esta técnica possui um elevado custo, tempo de processamento

mais elevado e ndo estd disponivel para rotina em ambiente clinico (Smith et al., 2024).

Embora os testes seroldgicos e moleculares possuam relevancia diagnostica, nao
foram incluidos neste estudo em funcao das limitagdes financeiras ¢ da necessidade de

equipamentos especializados.

A divergéncia de resultados entre os métodos ressalta a importancia de uma
selecdo criteriosa quanto as técnicas diagndsticas utilizadas (Smith et al., 2024). Segundo
a AHS, a testagem para microfilarémia em todos os cdes ¢ essencial. A detecdo de
microfilarias em circulagdo valida testes seroldgicos, identifica o animal como
reservatorio e fonte de disseminagdo e permite antecipar possiveis reagdes adversas

associadas ao tratamento microfilaricida.

A gestdo da dirofilariose em contexto de abrigo envolve desafios complexos,
incluindo fatores econdmicos, sociais e legais. Do ponto de vista econdmico, o elevado
custo dos testes (ELISA ou PCR) e do tratamento (melasormina), mostram-se como

obstaculos. Em termos sociais, a baixa sensibilizagdo da comunidade quanto a
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dirofilariose, a sua transmissdo e importancia de preven¢ao, perpetuam o ciclo do parasita.
Legalmente, a falta de protocolos obrigatorios de rastreio e tratamento também dificultam
o controlo da parasitose. A presenca de caes infetados com D. immitis em ambientes de
abrigo representa outros riscos. A adog¢ao por familias ndo informadas sobre o estado de
satude do animal ou o transporte de caes infetados para regides nao endémicas, pode
contribuir para aumentar a disseminac¢ao da doenga. Por outro lado, um diagndstico falso-

positivo, pode impedir a adogao de um animal saudéavel (Lane et al., 2021).

Segundo as diretrizes das AHS e ESCCAP todos os caes, independentemente do
seu estatuto domiciliar, devem ter acesso a medidas preventivas e a tratamento adequados.
Num ambiente de abrigo, a implementacao dessas medidas e da terapéutica, €, contudo,

limitada.

Recomenda-se a utilizagdo de repelentes em todos os animais, principalmente nos
animais microfilarémicos, uma vez que estes constituem a principal fonte de infecao dos
vetores e, consequentemente, transmissdo dentro do abrigo. O recurso a repelentes com
permetrinas e de ectoparasiticidas com isoxazolinas interrompe o ciclo de transmissdo
(ESCCAP, 2021). A combinagdo de multiplos testes na abordagem diagnostica de
populagdes de abrigo pode representar uma alternativa vidvel em relacdo a testagem
indiscriminada com testes serologicos (mais dispendiosos) da totalidade da populacao, o
que permite uma utilizagao mais eficiente dos recursos disponiveis (Donnett et al., 2018).
Nos animais negativos para microfilarémia, considerando que estdo continuamente
expostos ao vetor, ¢ fundamental realizar testagem seroldgica para presenga de antigénio,
de modo a confirmar a auséncia de infecdo. Quando confirmada a negatividade,
recomenda-se estabelecer um protocolo profilatico com recurso a LM mensal ou anual
(AHS, 2024), para protecdo contra a infe¢do. Nos casos positivos, o ideal seria aplicar o
tratamento recomendado pela AHS, que inclui doxiciclina, LM e, posteriormente, o
adulticida melarsomina. No entanto, o elevado custo do tratamento pode inviabilizar a
sua realizagdo em abrigos. Esta limitacdo impde a possibilidade de optar por um
tratamento menos eficaz de morte lenta “slow-kill”. Este regime terapéutico consiste na
administracao de um ciclo inicial de doxiciclina durante 28 dias e LM mensais. Os caes
submetidos a este tratamento deverdo ser rigorosamente monitorizados e com re-testagem
aos seis e doze meses apds inicio de tratamento. O tratamento ¢ considerado bem-

sucedido quando o animal apresenta negatividade para antigénio e para microfilarémia.
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Caso, depois de 12 meses, o animal se mantiver antigénio positivo, recomenda-se repetir
terapia com novo ciclo de doxiciclina, mantendo as LM mensais (Dantas-Torres et al.,
2023). Os custos poupados com a adogdo do tratamento “slow-kill” poderiam ser
estrategicamente redirecionados para garantir uma prevencao eficaz no futuro e profilaxia

regular.

Caes em abrigos constituem um grupo particularmente vulneravel a infe¢do por
Dirofilaria immitis. Estes abrigos sdo responsaveis por recolher e albergar um grande
nimero de animais, enfrentando diversas limitagdes financeiras, temporais ou
organizacionais, o que dificulta a prevencdo, diagnostico e tratamento eficazes da
dirofilariose. Torna-se imperativo aplicar medidas de triagem praticas para animais recém
admitidos e medidas de diagnostico que possibilitem o controlo da disseminacdo da
parasitose num ambiente coletivo (Lane et al., 2021). E necessario equilibrar a realidade
do abrigo com o dever ético de zelar pelo bem-estar animal e proteger a satide publica.
Para mitigar estes desafios, poderdo ser estratégias a colaboracdo com ONGs, a

implementa¢do de protocolos de medicina de abrigo e o acesso a financiamento publico.

A gestdo de populagdes em abrigos ¢ desafiante, uma vez que sdo populagdes
frequentemente heterogéneas, com variabilidade de tempos de permanéncia e
imprevisibilidade de entradas e saidas de animais. Todos estes fatores dificultam a gestdo,
0 maneio e o controlo de doencas infeciosas. Em Portugal, as medidas obrigatorias apenas
se limitam a saida de animais dos abrigos municipais e incluem a identificagado eletrdnica,
desparasitagdo e vacinagdo antirrdbica. Idealmente, deveria existir controlo também na
admissdo de animais nos abrigos, com exame clinico, testagem para doencas infeciosas
com maior prevaléncia e risco zoon6tico, vacinagdo e prevencao parasitaria (Marques et

al., 2023).

Caes alojados em abrigos sdo reconhecidos como uma populagdo de risco elevado de
transmissdo de diversas doengas vetoriais relevantes tanto para animais como para
humanos (Patterson et al., 2020). Adicionalmente, os abrigos em zonas endémicas
constituem um importante foco de dirofilariose devido a diversos fatores, como a elevada
densidade animal em instalagdes frequentemente precarias, a facilidade de transmissao
em canis, a significativa exposicao ao vetor e a introdu¢do constante de novos animais

com estatuto sanitario desconhecido. Estes caes podem vir a servir de reservatorio de D.
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immitis para as populagdes de cdes circundantes (Alsarraf et al., 2021). Em grande parte,
os caes de abrigo ndo se encontram devidamente protegidos contra estes parasitas, tanto
em paises em desenvolvimento como em paises desenvolvidos. Isto favorece a
transmissdo dos parasitas no interior dos proprios abrigos, contribuindo para a
manuten¢do do ciclo de vida deste agente (Otranto et al., 2017). Esta situagdo representa
um crescente risco para a populagdo de animais de companhia e, devido a capacidade
deste filarideo de atravessar a barreira entre espécies, constitui também uma ameaca para

a saude publica, considerando a potencial infe¢ao humana acidental (Ciuca et al., 2023).

Segundo um questionario realizado por Marques et al.(2023), médicos veterinarios de
abrigo em Portugal referem que algumas condi¢des nestas instituicdes melhoraram nas
ultimas décadas, enquanto outras continuam a exigir intervenc¢des urgentes. O primeiro
Censo Nacional dos Animais Errantes, realizado em 2023, estima que existam em
Portugal Continental mais de 930 mil animais errantes, entre eles 830 541 gatos e 101
015 caes (ICNF, 2023). A subnotificacio da ocorréncia de doengas infeciosas em abrigos,
aliada a inexisténcia de sistemas eficazes de monitorizagao contribui para que a situagao
de ocorréncia de surtos ou agentes emergentes em Portugal permaneca pouco clara
(Marques et al., 2023). E imprescindivel uma compreensio mais aprofundada sobre a
gestdo da dirofilariose por parte dos médicos veterinarios em contexto de abrigo. E fungio
dos médicos veterinarios a reducdo das complicacdes terapéuticas, a orientagdo dos
tutores adotantes e o conhecimento do funcionamento do abrigo da regido. Deste modo,
¢ possivel recorrer a uma atuagao empatica, ética e eficaz por parte do médico veterinario,
combinando a medicina de abrigo com a pratica clinica. Os abrigos constituem um pilar
da comunidade, sendo responsaveis pelo controlo de animais fora do estatuto domiciliar.
Importante salientar que a infecao por D. immitis ndo deve ser encarada como uma falha
ou negligéncia do abrigo. Muitos destes casos ocorrem devido a situagdes de
vulnerabilidade econémica e social, nas quais o acesso a profilaxia ¢ irregular ou mesmo
inexistente. Os abrigos tornam-se, assim, fundamentais como espagos de recuperagdo
clinica e de reinsercdo destes animais em ambientes domiciliares (Smith-Blackmore,

2025).

As limitagdes financeiras, organizacionais, a falta de equipamentos laboratoriais
especializados e a impossibilidade de execucdo de testes seroldgicos e moleculares,

influenciaram a escolha e recurso a métodos parasitologicos, o que pode ter subestimado
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o valor real da prevaléncia de dirofilariose no abrigo. A andlise dos fatores de risco da
populagdo foi dificultada pela homogeneidade da populacio em relacdo a diversas
variaveis (““Vacinagao obrigatéria em dia”, “Uso de preventivo nos ultimos 12 meses”,
“Diagnoéstico prévio de dirofilariose” e “Presengca de sintomas clinicos™). Essa
uniformidade dificultou o reconhecimento de tais variaveis como potenciais fatores de
risco. Os resultados estatisticos obtidos referem-se a uma populacdo especifica, situada
numa zona endémica de dirofilariose, ndo sendo possivel garantir que tais resultados
possam ser generalizados para todas as populagdes caninas de abrigo. Em estudos futuros,
seria interessante acompanhar os cdes positivos ¢ a escolha do tratamento a adotar,
avaliando a resposta de cada animal e monitorizando a sua eventual seroconversdo. Por
outro lado, seria pertinente confirmar a auséncia de dirofilariose nos cies negativos e
avaliar a eficcia da profilaxia regular administrada. Uma variavel com interesse a estudar
seria o tempo de permanéncia no abrigo, tendo em conta a hipdtese de que estadias mais
prolongadas possam aumentar o risco de microfilarémia. Visando a saude publica, dada
a elevada prevaléncia de dirofilariose no abrigo, aconselhar-se-ia a testagem dos

funcionarios do abrigo.

Este estudo tenciona enfatizar a necessidade de aplicacdo de medidas diagndstico
e prevengdo em ambientes de abrigo, considerando a vulnerabilidade destas institui¢des

e o seu potencial papel na manuten¢do do ciclo de Dirofilaria immitis.

7. Conclusao

A dirofilariose apresenta um desafio em contexto de abrigo, ndo so pela alta
vulnerabilidade e exposi¢do dos animais, mas também pela escassez de recursos
financeiros. Os abrigos podem constituir pontos criticos, especialmente em areas

endémicas.

Este estudo demonstra a alta prevaléncia de microfilarémia de D. immitis na
populacdo estudada, evidenciando os casos com infe¢ao ativa e ressaltando a importancia
da escolha de métodos de diagnostico adequados. Nao podem ser totalmente excluidas
infegdes simultdneas por D. repens ou A. dracunculoides, devido as limitacdes na

confirmacao morfologica das microfilarias, o que pode ter influenciado a prevaléncia de
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infecdo de dirofilariose. Foram aplicados trés métodos parasitologicos para dete¢do de
microfilarias, entre eles a gota fresca, esfregaco sanguineo ¢ o método de Knott,
considerado o método “Gold Standard”, com a maior taxa de detecdo de positivos neste
estudo. A testagem para a presenca de microfilarias ¢ uma etapa essencial para o
diagnéstico e rastreio de dirofilariose. A escolha do método de diagndstico deve equilibrar
a sensibilidade e especificidade do teste com os fatores praticos, custo, equipamento a
utilizar e tempo despendido na técnica. O acesso facilitado a métodos de diagndstico de
D. immitis que sejam rapidos, de baixo custo e vidveis ¢ fundamental para a
implementa¢do de estratégias de monitorizacdo da parasitose em larga escala. A
combinagdo de multiplos testes maximizaria a dete¢do de casos positivos. Para futuros
trabalhos, ¢ recomendada a inclusdo de outras técnicas diagndsticas complementares,
como técnicas moleculares ou serologicas, de modo a melhorar a fiabilidade dos
resultados. No presente estudo, o peso corporal e a distribui¢do setorial dos animais dentro
do abrigo foram considerados como potenciais fatores de risco para a presenca de

microfilarémia.

A identificagdo de um numero significativo de casos positivos em ambiente de
abrigo reforga a necessidade de prevenir e diagnosticar a dirofilariose, ndo apenas pelo
impacto no bem-estar animal, mas também pelas implicagdes na satde publica e no
controlo da disseminacdo da doenga. A implementacdo de medidas de triagem e de
prevencdao devem ser adaptadas a realidade estrutural e econdmica dos abrigos,
destacando-se o papel do médico veterinario na vigilancia epidemioldgica, na educagdo
dos responsaveis do abrigo, outros funcionarios e dos adotantes e na defini¢do de
protocolos de controlo. As intervencdes dirigidas a esta populacdo sdo fundamentais para
a protecao da saude e bem-estar animal, mas também para a mitigagcdo de riscos para a
saude publica. Torna-se necessario dar continuidade a estudos epidemiologicos em
animais que habitem em zonas endémicas de modo a monitorizar os padrdes de

distribuicdo de Dirofilaria immitis.

Por todas as razdes apontadas, entendemos que este estudo e trabalho tem uma
relevancia muito particular, visando sensibilizar sobre esta zoonose e as suas medidas de
diagnostico, tratamento e prevencdo. A compreensdao da realidade da dirofilariose em

contexto de abrigo providencia informacao para direcionar essas agoes.
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O procedimento adotado e seguido neste estudo €, no entender da autora, passivel
de ser replicado e esta estratégia aplicada a nivel nacional serd certamente muito

pertinente e uma fonte crucial de dados de satide publica.

53



Biliografia

Abdulkadir, M., & Kebede, 1. A. (2024). A Review of Canine Dirofilariasis and It’s Zoonotic
Importance. 2(1).

Adebayo, O., Akande, F., & Adenubi, O. T. (2024). CANINE DIROFILARIASIS: A CASE
REPORT AND REVIEW OF THE LITERATURE. https://doi.org/10.2478/fv-2020-0029

AHS. (2024). American Heartworm Society Canine Guidelines for the Prevention, Diagnosis,
and Management of Heartworm (Dirofilaria immitis) Infection in Dogs.

Alho, A. M., Landum, M., Ferreira, C., Meireles, J., Gongalves, L., de Carvalho, L. M., & Belo,
S. (2014). Prevalence and seasonal variations of canine dirofilariosis in Portugal.
Veterinary Parasitology, 206(1), 99-105. https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2014.08.014

Alho, A. M. (2017). Dirofilaria immitis and Angiostrongylus vasorum: Epidemiology and
impact of major heartworms in carnivores in Portugal [doctoralThesis, Universidade de
Lisboa, Faculdade de Medicina Veterinaria].
https://repositorio.ulisboa.pt/handle/10400.5/13975

Almeida, A. P. G. de. (2011). Os mosquitos (Diptera, Culicidae) e a sua importancia médica em
Portugal: Desafios para o século XXI. Acta Médica Portuguesa, 24(6), Artigo 6.
https://doi.org/10.20344/amp.1419

Alsarraf, M., Carreton, E., Ciuca, L., Diakou, A., Dwuznik-Szarek, D., Fuehrer, H.-P., Genchi,
M., Ionica, A. M., Kloch, A., Kramer, L. H., Mihalca, A. D., Miterpakova, M.,
Morchoén, R., Papadopoulos, E., Pekacz, M., Rinaldi, L., Alsarraf, M., Topolnytska, M.,
Vismarra, A., ... Bajer, A. (2023). Diversity and geographic distribution of haplotypes
of Dirofilaria immitis across European endemic countries. Parasites & Vectors, 16, 325.
https://doi.org/10.1186/s13071-023-05945-4

Alsarraf, M., Levytska, V., Mierzejewska, E. J., Poliukhovych, V., Rodo, A., Alsarraf, M.,
Kavalevich, D., Dwuznik-Szarek, D., Behnke, J. M., & Bajer, A. (2021). Emerging risk

of Dirofilaria spp. infection in Northeastern Europe: High prevalence of Dirofilaria

54



repens in sled dog kennels from the Baltic countries. Scientific Reports, 11(1), 1068.
https://doi.org/10.1038/s41598-020-80208-1

Angelou, A., Gelasakis, A. 1., Verde, N., Pantchev, N., Schaper, R., Chandrashekar, R., &
Papadopoulos, E. (2019). Prevalence and risk factors for selected canine vector-borne
diseases in Greece. Parasites & Vectors, 12, 283. https://doi.org/10.1186/s13071-019-
3543-3

Armenise, A. (2025). Point-of-Care Lung Ultrasound in Small Animal Emergency and Critical
Care Medicine: A Clinical Review. Animals : an Open Access Journal from MDPI,
15(1), 106. https://doi.org/10.3390/ani15010106

ASV, The Association of Shelter Veterinarians. (2022). The Guidelines for Standards of Care in
Animal Shelters: Second Edition. Journal of Shelter Medicine and Community Animal
Health, 1(S1), Artigo S1. https://doi.org/10.56771/ASVguidelines.2022

Berndt, T. R., Ecco, L. M. J. L., Santi, F. S. C. L., Neto, J. B., Vasconcelos, A. L., Menezes, A.
M., Kataoka, A., & Novais, A. A. (2019). Comparative evaluation of peripheral blood
smear preparation techniques as a diagnostic method for hemoparasitosis in dogs (Canis
lupus familiaris, Linnaeus, 1758). Scientific Electronic Archives, 12(1), Artigo 1.
https://doi.org/10.36560/1212019630

Borthakur, S. K., Deka, D. K., Islam, S., Sarma, D. K., & Sarmah, P. C. (2015). Prevalence and
molecular epidemiological data on Dirofilaria immitis in dogs from Northeastern States
of India. TheScientificWorldJournal, 2015, 265385.
https://doi.org/10.1155/2015/265385

Bowman. (2023). Georgis’ Parasitology for Veterinarians 11th Edition (11th ed.).

Bristol, U. of. (2017). Laboratory techniques. University of Bristol.
https://www.bristol.ac.uk/vet-school/research/comparative-clinical/veterinary-
education/clinical-skills-booklets/laboratory-techniques/

Brown, H. E., Harrington, L. C., Kaufman, P. E., McKay, T., Bowman, D. D., Nelson, C. T.,

Wang, D., & Lund, R. (2012). Key factors influencing canine heartworm, Dirofilaria

55



immitis, in the United States. Parasites & Vectors, 5(1), 245.
https://doi.org/10.1186/1756-3305-5-245

Cai, D., Tian, B., Liu, Y., Rehman, M. U., Ranucci, D., Veronesi, F., Varcasia, A., Jia, W., &
Liu, J. (2023). The seroprevalence of canine dirofilariosis in dogs in the eastern coastal
areas of China. Heliyon, 9(6), €17009. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e17009

Cambournac, C. de E. de V. e D. 1. D. F. (2025). Relatorio REVIVE 2024 - Culicideos,
Ixodideos e Flebotomos.: Rede de Vigilancia de Vetores. Instituto Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge, IP. http://hdl.handle.net/10400.18/10500

Carreton, E., Morchon, R., Falcon-Cordon, Y., Falcon-Cordén, S., Matos, J. 1., & Montoya-
Alonso, J. A. (2020). Evaluation of different dosages of doxycycline during the
adulticide treatment of heartworm (Dirofilaria immitis) in dogs. Veterinary
Parasitology, 283, 109141. https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2020.109141

CDC, C. for disease control and prevention. (2012). CDC - DPDx—Dirofilariasis.
https://www.cdc.gov/dpdx/dirofilariasis/index.html

Chandrasakha, P., Osathanon, R., & Suemanotham, N. (2021). Case Report: Long-Term
Management of Imidacloprid-Moxidectin in a Dog with Caval Syndrome.
https://doi.org/Journal of Applied Animal Science 2021; 14(2): 33-44

Chocobar, M. L. E., Schmidt, E. M. dos S., Weir, W., & Panarese, R. (2024). The Distribution,
Diversity, and Control of Dirofilariosis in Brazil: A Comprehensive Review. Animals :
an Open Access Journal from MDPI, 14(17), 2462.
https://doi.org/10.3390/ani14172462

Ciuca, L., Caruso, V., Illiano, S., Bosco, A., Maurelli, M. P., & Rinaldi, L. (2023). Emerging
risk of Dirofilaria spp. Infection in shelter dogs in southern Italy. Frontiers in
Veterinary Science, 10. https://doi.org/10.3389/fvets.2023.1112036

Cohen, J. (1960). A Coefficient of Agreement for Nominal Scales. Educational and
Psychological Measurement, 20(1), 37—-46.

https://doi.org/10.1177/001316446002000104

56



Courtney, C. H., & Zeng, Q.-Y. (2001). Relationship between microfilaria count and sensitivity
of the direct smear for diagnosis of canine dirofilariosis. Veterinary Parasitology, 94(3),
199-204. https://doi.org/10.1016/S0304-4017(00)00377-0

Dantas-Torres, F., Figueredo, L. A., Sales, K. G. da S., de Luna, R. L. N., de Sousa-Paula, L. C.,
da Silva, L. G., Bonifacio, L. L. N., & Otranto, D. (2024). Prevention of heartworm
infection in dogs using a combination of moxidectin, imidacloprid and praziquantel:
Evidence from a randomized clinical trial. Parasitology Research, 123(1), 94.
https://doi.org/10.1007/s00436-023-08112-x

Dantas-Torres, F., Ketzis, J., Pérez Tort, G., Mihalca, A. D., Baneth, G., Otranto, D., Watanabe,
M., Linh, B. K., Inpankaew, T., Borras, P., Arumugam, S., Penzhorn, B. L., Ybafiez, A.
P., Irwin, P., & Traub, R. J. (2023). Heartworm adulticide treatment: A tropical
perspective. https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/62914

Dantas-Torres, F., & Otranto, D. (2020). Overview on Dirofilaria immitis in the Americas, with
notes on other filarial worms infecting dogs. Veterinary Parasitology, 282, 109113.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2020.109113

Dasanayake, R., Balendran, T., Atapattu, D., & Iddawela, D. (2022). A study on canine
dirofilariasis in selected areas of Sri Lanka. BMC Research Notes, 15(1), 137.
https://doi.org/10.1186/s13104-022-06024-0

Diakou, A., & Prichard, R. K. (2021). Concern for Dirofilaria immitis and Macrocyclic Lactone
Loss of Efficacy: Current Situation in the USA and Europe, and Future Scenarios.
Pathogens, 10(10), 1323. https://doi.org/10.3390/pathogens10101323

Dimzas, D., Aindelis, G., Tamvakis, A., Chatzoudi, S., Chlichlia, K., Panopoulou, M., &
Diakou, A. (2024). Dirofilaria immitis and Dirofilaria repens: Investigating the
Prevalence of Zoonotic Parasites in Dogs and Humans in a Hyperenzootic Area.
Animals : an Open Access Journal from MDPI, 14(17), 2529.

https://doi.org/10.3390/ani14172529

57



Donnett, U., Hubbard, K., Woodruff, K., & Varela-Stokes, A. (2018). Prevalence of canine
heartworm infection in Mississippi animal shelters. Veterinary Parasitology, 259, 68—
73. https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2018.07.007

ESCCAP. (2021). European Scientific Counsel Companion Animal Parasites (2021). Guideline
01 for worm control in dogs and cats. https://www.esccap.org/national-
associations/Portugal/8/

Esteves-Guimaraes, J., Matos, J. 1., Leal-Sousa, B., Oliveira, P., Lobo, L., Silvestre-Ferreira, A.
C., Soares, C. S., Rodriguez-Escolar, 1., Carreton, E., Morchon, R., Fontes-Sousa, A. P.,
& Montoya-Alonso, J. A. (2024). Current State of Canine Heartworm in Portugal.
Animals : an Open Access Journal from MDPI, 14(9), 1300.
https://doi.org/10.3390/ani14091300

Figueredo, L. A., Sales, K. G. da S., Deuster, K., Pollmeier, M., Otranto, D., & Dantas-Torres,
F. (2017). Exposure to vector-borne pathogens in privately owned dogs living in
different socioeconomic settings in Brazil. Veterinary Parasitology, 243, 18-23.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2017.05.020

Fuehrer, H.-P., Morelli, S., Unterkofler, M. S., Bajer, A., Bakran-Lebl, K., Dwuznik-Szarek, D.,
Farkas, R., Grandi, G., Heddergott, M., Jokelainen, P., Knific, T., Leschnik, M.,
Miterpakova, M., Modry, D., Petersen, H. H., Skirnisson, K., Vergles Rataj, A.,
Schnyder, M., & Strube, C. (2021). Dirofilaria spp. and Angiostrongylus vasorum:
Current Risk of Spreading in Central and Northern Europe. Pathogens, 10(10), 1268.
https://doi.org/10.3390/pathogens10101268

Fuehrer, H.-P., Treiber, M., Silbermayr, K., Baumann, T. A., Swoboda, P., Joachim, A., &
Noedl, H. (2013). Indigenous Dirofilaria immitis in Bangladesh. Parasitology
Research, 112(6), 2393-2395. https://doi.org/10.1007/s00436-013-3311-9

Genchi, C., Bowman, D., & Drake, J. (2014). Canine heartworm disease (Dirofilaria immitis) in
Western Europe: Survey of veterinary awareness and perceptions. Parasites & Vectors,

7(1), 206. https://doi.org/10.1186/1756-3305-7-206

58



Genchi, C., & Kramer, L. H. (2020). The prevalence of Dirofilaria immitis and D. repens in the
Old World. Veterinary Parasitology, 280, 108995.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2019.108995

Gettings, J. R., McMabhan, C. S., Cleveland, C. A., Varela-Stokes, A., Hubbard, K., Hamer, S.
A., Walden, H. S., & Yabsley, M. J. (2023). Association between vector-borne
pathogen seroprevalence in shelter-housed and owned dog populations in the
contiguous United States of America. Parasites & Vectors, 16, 405.
https://doi.org/10.1186/s13071-023-05994-9

Gomes-de-Sa, S., Santos-Silva, S., Moreira, A. de S., Barradas, P. F., Amorim, I., Cardoso, L.,
& Mesquita, J. R. (2023). Assessment of the circulation of Dirofilaria immitis in dogs
from northern Portugal through combined analysis of antigens, DNA and parasite forms
in blood. Acta Tropica, 239, 106799. https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2022.106799

Hazelrig, C. M., Gettings, J. R., Cleveland, C. A., Varela-Stokes, A., Majewska, A. A.,
Hubbard, K., Burton, K. W., & Yabsley, M. J. (2023). Spatial and risk factor analyses
of vector-borne pathogens among shelter dogs in the Eastern United States. Parasites &
Vectors, 16, 197. https://doi.org/10.1186/s13071-023-05813-1

Hoch, H., & Strickland, K. (2008). Canine and Feline Dirofilariasis: Prophylaxis, Treatment,
and Complications of Treatment.

ICNF, Instituto da Conservacao da Natureza e das Florestas. (2023). Censo Nacional dos
Animais Errantes 2023

https://www.icnf.pt/animaisdecompanhia/animaiserrantes (acedido a 30-11-2025
16:03:38)

Kaur, R., Shropshire, J. D., Cross, K. L., Leigh, B., Mansueto, A. J., Stewart, V., Bordenstein,
S. R., & Bordenstein, S. R. (2021). Living in the endosymbiotic world of Wolbachia: A
centennial review. Cell Host & Microbe, 29(6), 879—893.
https://doi.org/10.1016/j.chom.2021.03.006

Khanmohammadi, M., Akhlaghi, L., Razmjou, E., Falak, R., Emameh, R. Z., Mokhtarian, K.,

Arshadi, M., Tasbihi, M., & Meamar, A. R. (2020). Morphological Description,

59


https://www.icnf.pt/animaisdecompanhia/animaiserrantes?utm_source=chatgpt.com

Phylogenetic and Molecular Analysis of Dirofilaria immitis Isolated from Dogs in the
Northwest of Iran. Iranian Journal of Parasitology, 15(1), 57.

Khouri, N. K., Singh, S., Noble, S. A. A., Kirlew, T. V., Golding, M. A. J., Ali, 1., Wilson-
Clarke, C., Cadogan, P., Lindo, J. F., & Sandiford, S. L. (2024). Prevalence of
Dirofilaria immitis in dogs in Jamaica. Parasitology Research, 123(12), 411.
https://doi.org/10.1007/s00436-024-08434-4

Kramer, L., Crosara, S., Gnudi, G., Genchi, M., Mangia, C., Viglietti, A., & Quintavalla, C.
(2018). Wolbachia, doxycycline and macrocyclic lactones: New prospects in the
treatment of canine heartworm disease. Veterinary Parasitology, 254, 95-97.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2018.03.005

Landmann, F. (2019). The Wolbachia Endosymbionts. Microbiology Spectrum, 7(2).
https://doi.org/10.1128/microbiolspec. BAI-0018-2019

Landum, M., Ferreira, C. C., Calado, M., Alho, A. M., Mauricio, I. L., Meireles, J. S., Carvalho,
L. M. de, Cunha, C., & Belo, S. (2014). Detection of Wolbachia in Dirofilaria infected
dogs in Portugal. Veterinary Parasitology, 204(3), 407—410.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2014.05.027

Lane, J. N., Litster, A., Little, S. E., Rodriguez, J. Y., Mwacalimba, K. K., Sundstrom, K. D.,
Amirian, E. S., Guerios, S. D., Serrano, M. A., Hays, K. M., & Levy, J. K. (2021).
Optimizing heartworm diagnosis in dogs using multiple test combinations. Parasites &
Vectors, 14, 224. https://doi.org/10.1186/s13071-021-04715-4

Latrofa, M. S., Dantas-Torres, F., Annoscia, G., Genchi, M., Traversa, D., & Otranto, D. (2012).
A duplex real-time polymerase chain reaction assay for the detection of and
differentiation between Dirofilaria immitis and Dirofilaria repens in dogs and
mosquitoes. Veterinary Parasitology, 185(2), 181-185.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2011.10.038

Lee, A. C. Y., Montgomery, S. P., Theis, J. H., Blagburn, B. L., & Eberhard, M. L. (2010).

Public health issues concerning the widespread distribution of canine heartworm

60



disease. Trends in Parasitology, 26(4), 168—173.
https://doi.org/10.1016/j.pt.2010.01.003

Louzada-Flores, V. N., Kramer, L., Brianti, E., Napoli, E., Mendoza-Roldan, J. A., Bezerra-
Santos, M. A., Latrofa, M. S., & Otranto, D. (2022). Treatment with doxycycline is
associated with complete clearance of circulating Wolbachia DNA in Dirofilaria
immitis-naturally infected dogs. Acta Tropica, 232, 106513.
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2022.106513

Maerz, 1. (2020). Clinical and diagnostic imaging findings in 37 rescued dogs with heartworm
disease in Germany. Veterinary Parasitology, 283, 109156.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2020.109156

Manoj, R. R. S., Latrofa, M. S., Epis, S., & Otranto, D. (2021). Wolbachia: Endosymbiont of
onchocercid nematodes and their vectors. Parasites & Vectors, 14(1), 245.
https://doi.org/10.1186/s13071-021-04742-1

Marques, S., Gomes-Neves, E., Baptista, C. S., Pereira, F. R., Alves-Pereira, A., Osdrio, P., &
Miiller, A. (2023). A Survey on Vaccination and Disease Occurrence in Municipal and
Non-Profit Animal Shelters in Portugal. Animals : an Open Access Journal from MDPI,
13(17), 2723. https://doi.org/10.3390/ani13172723

McCall, J. W., Varloud, M., Hodgkins, E., Mansour, A., DiCosty, U., McCall, S., Carmichael,
J., Carson, B., & Carter, J. (2017). Shifting the paradigm in Dirofilaria immitis
prevention: Blocking transmission from mosquitoes to dogs using
repellents/insecticides and macrocyclic lactone prevention as part of a multimodal
approach. Parasites & Vectors, 10(2), 525. https://doi.org/10.1186/s13071-017-2438-4

McCrea, A. R., Jimenez Castro, P. D., Kaplan, R. M., & Povelones, M. (2020). Activation of
the Toll pathway in Aedes aegypti blocks the development of emerging third-stage
larvae of drug-resistant Dirofilaria immitis. Veterinary parasitology, 282, 109100.

https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2020.109100

61



Meireles, J. (2014). MEIRELES,J., PAULOS, F. SERRAO,I., Dirofilariose em cies e gatos.

Rev. Port. Ciénc. Vet. Fev RCPV (2014) 109 (591-592) 70-78

http://www.fmv.utl.pt/spcv/PDF/pdf12_2014/70-78.pdf. Revista Portuguesa Ciéncias
Veterinarias, 109, 70-78.

Monobe, M. M., da Silva, R. C., Araujo Junior, J. P., & Takahira, R. K. (2017). Microfilaruria
by Dirofilaria immitis in a dog: A rare clinical pathological finding. Journal of Parasitic
Diseases: Official Organ of the Indian Society for Parasitology, 41(3), 805-808.
https://doi.org/10.1007/s12639-017-0892-8

Montoya-Alonso, J. A., Morchén, R., Falcon-Cordoén, Y., Falcon-Cordén, S., Simén, F., &
Carreton, E. (2017). Prevalence of heartworm in dogs and cats of Madrid, Spain.
Parasites & Vectors, 10, 354. https://doi.org/10.1186/s13071-017-2299-x

Montoya-Alonso, J. A., Morchon, R., Garcia-Rodriguez, S. N., Falcon-Cordon, Y., Costa-
Rodriguez, N., Matos, J. 1., Rodriguez Escolar, 1., & Carreton, E. (2022). Expansion of
Canine Heartworm in Spain. Animals : an Open Access Journal from MDPI, 12(10),
1268. https://doi.org/10.3390/ani12101268
Mullis, K. B., & Faloona, F. A. (1987). Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-
catalyzed chain reaction. Em Methods in Enzymology (Vol. 155, pp. 335-350).
Academic Press. https://doi.org/10.1016/0076-6879(87)55023-6
Munhoz, A. M., Molarinho, J., Ramos, S., Marcelino, E., Hapetian, J., Medeiros, M., Delgado,
I. L. S., & Cardoso, L. (2024). Dirofilariose canina ¢ a importancia zoondtica em
Portugal. Revista Lusdfona de Ciéncia e Medicina Veterindria, 15, 6-6.
https://doi.org/10.60543/rlemv.v151.9257
Nguyen, C., Koh, W. L., Casteriano, A., Beijerink, N., Godfrey, C., Brown, G., Emery, D., &
Slapeta, J. (2016). Mosquito-borne heartworm Dirofilaria immitis in dogs from
Australia. Parasites & Vectors, 9(1), 535. https://doi.org/10.1186/s13071-016-1821-x
Noack, S., Harrington, J., Carithers, D. S., Kaminsky, R., & Selzer, P. M. (2021). Heartworm

disease — Overview, intervention, and industry perspective. International Journal for

62



Parasitology: Drugs and Drug Resistance, 16, 65—89.
https://doi.org/10.1016/}.ijpddr.2021.03.004

Ogbaje, C., & AbelDanjuma, A. (2016). Prevalence and risk factors associated with Dirofilaria
immitis infection in dogs in Makurdi, Benue State, Nigeria. Journal of Advanced
Veterinary and Animal Research, 3, 1. https://doi.org/10.5455/javar.2016.c170

Oi, M., Yoshikawa, S., Ichikawa, Y., Nakagaki, K., Matsumoto, J., & Nogami, S. (2014).
Prevalence of Dirofilaria immitis among shelter dogs in Tokyo, Japan, after a decade:
Comparison of 1999-2001 and 2009-2011. Parasite, 21, 10.
https://doi.org/10.1051/parasite/2014008

Oliveira, A. M. F. (2023). Avaliac, ao dos efeitos da Dirofilariose Cardiopulmonar sobre os
pardmetros de fungdo cardiaca e hemodindmicos em cdes na Ilha da Madeira.

Oliveira-Christe, R., & Marrelli, M. T. (2024). Taxonomic history, biology and ecology of
Culex (Microculex) (Diptera: Culicidae). Acta Tropica, 259, 107387.
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2024.107387

Otranto, D., Dantas-Torres, F., Mihalca, A. D., Traub, R. J., Lappin, M., & Baneth, G. (2017).
Zoonotic Parasites of Sheltered and Stray Dogs in the Era of the Global Economic and
Political Crisis. Trends in Parasitology, 33(10), 813—825.
https://doi.org/10.1016/j.pt.2017.05.013

Panarese, R., latta, R., Latrofa, M. S., Zatelli, A., Cupina, A. 1., Montarsi, F., Pombi, M.,
Mendoza-Roldan, J. A., Beugnet, F., & Otranto, D. (2020). Hyperendemic Dirofilaria
immitis infection in a sheltered dog population: An expanding threat in the
Mediterranean region. International Journal for Parasitology, 50(8), 555-559.
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2020.04.002

Panarese, R., Iatta, R., Mendoza-Roldan, J. A., Szlosek, D., Braff, J., Liu, J., Beugnet, F.,
Dantas-Torres, F., Beall, M. J., & Otranto, D. (2020). Comparison of Diagnostic Tools
for the Detection of Dirofilaria immitis Infection in Dogs. Pathogens, 9(6), 499.

https://doi.org/10.3390/pathogens9060499

63



Panetta, J. L., Calvani, N. E. D., Orr, B., Nicoletti, A. G., Ward, M. P., & glapeta, J. (2021).
Multiple diagnostic tests demonstrate an increased risk of canine heartworm disease in
northern Queensland, Australia. Parasites & Vectors, 14, 393.
https://doi.org/10.1186/s13071-021-04896-y

Patterson, G., Tanhauser, M., Schmidt, P., Spangler, D., Faulkner, C., Faulkner, V., Kish, D.,
Gruszynski, K., Naikare, H., Coarsey, M. D., & Verma, A. (2020). Serosurvey of
arthropod-borne diseases among shelter dogs in the Cumberland Gap Region of the
United States. BMC Veterinary Research, 16,221. https://doi.org/10.1186/s12917-020-
02440-1

Pedram, N., Tabrizi, A. S., Hosseinzadeh, S., Pourmontaseri, M., & Rakhshandehroo, E. (2019).
Prevalence of Dirofilaria immitis and Dirofilaria repens in outdoor dogs in Tehran
Province, Iran. Comparative Clinical Pathology, 28(4), 1165-1169.
https://doi.org/10.1007/s00580-019-02964-5

Potters, 1., Vanfraechem, G., & Bottieau, E. (2018). Dirofilaria repens Nematode Infection with
Microfilaremia in Traveler Returning to Belgium from Senegal. Emerging Infectious
Diseases, 24(9), 1761-1763. https://doi.org/10.3201/eid2409.180462

Prichard, R. K. (2021). Macrocyclic lactone resistance in Dirofilaria immitis: Risks for
prevention of heartworm disease. International Journal for Parasitology, 51(13), 1121—
1132. https://doi.org/10.1016/].ijpara.2021.08.006

Rawlings, C. A. (1986). Heartworm disease in dogs and cats. W. B. Saunders Company.

Rawlings, C. A., Dawe, D. L., McCall, J. W., Keith, J. C., & Prestwood, A. K. (1982). Four
types of occult Dirofilaria immitis infection in dogs. Journal of the American
Veterinary Medical Association, 180(11), 1323-1326.

Riebenbauer, K., Weber, P. B., Walochnik, J., Karlhofer, F., Winkler, S., Dorfer, S., Auer, H.,
Valencak, J., Laimer, M., & Handisurya, A. (2021). Human dirofilariosis in Austria:
The past, the present, the future. Parasites & Vectors, 14,227.

https://doi.org/10.1186/s13071-021-04696-4

64



Rojas, A., Rojas, D., Montenegro, V. M., & Baneth, G. (2015). Detection of Dirofilaria immitis
and other arthropod-borne filarioids by an HRM real-time qPCR, blood-concentrating
techniques and a serological assay in dogs from Costa Rica. Parasites & Vectors, 8(1),
170. https://doi.org/10.1186/s13071-015-0783-8

Romano, A. E., Saunders, A. B., Gordon, S. G., & Wesselowski, S. (2021). Intracardiac
heartworms in dogs: Clinical and echocardiographic characteristics in 72 cases (2010-
2019). Journal of Veterinary Internal Medicine, 35(1), 88-97.
https://doi.org/10.1111/jvim.15985

Sebolt, A. P. R., Snak, A., de Lima, F. R., Pilati, G. V. T., de Quadros, R. M., Miletti, L. C.,
Chryssafidis, A. L., & de Moura, A. B. (2022). Prevalence and risk factors for
Dirofilaria immitis in dogs from Laguna, Santa Catarina, Brazil. Veterinary
Parasitology: Regional Studies and Reports, 29, 100697,
https://doi.org/10.1016/j.vprsr.2022.100697

Serrano-Parrefio, B., Carreton, E., Caro-Vadillo, A., Falcon-Cordon, S., Falcon-Cordon, Y., &
Montoya-Alonso, J. A. (2017). Pulmonary hypertension in dogs with heartworm before
and after the adulticide protocol recommended by the American Heartworm Society.
Veterinary Parasitology, 236, 34-37. https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2017.02.001

Shaikevich, E., Bogacheva, A., & Ganushkina, L. (2019). Dirofilaria and Wolbachia in
mosquitoes (Diptera: Culicidae) in central European Russia and on the Black Sea coast.
Parasite, 26, 2. https://doi.org/10.1051/parasite/2019002

Simén, F., Siles-Lucas, M., Morchén, R., Gonzalez-Miguel, J., Mellado, I., Carreton, E., &
Montoya-Alonso, J. A. (2012). Human and animal dirofilariasis: The emergence of a
zoonotic mosaic. Clinical Microbiology Reviews, 25(3), 507-544. Scopus.
https://doi.org/10.1128/CMR.00012-12

Smith, R. C., Tomlinson, T. D., Bowles, J. V., & Starkey, L. A. (2024). Comparative

performance analysis of different microfilaria testing methods for Dirofilaria immitis in

65



canine blood. Parasites & Vectors, 17(1), 460. https://doi.org/10.1186/s13071-024-
06537-6

Smith-Blackmore, M. (2025). Managing Heartworm Disease in Shelter Animals. American
Heartworm Society. https://www.heartwormsociety.org/veterinary-resources/veterinary-
education/ahs-board-speaks-out/281-managing-heartworm-disease-in-shelter-animals.

Soares, L. A., Matias, I. C., Silva, S. S., Ramos, M. E. O., Silva, A. P., Barretto, M. L. M.,
Brasil, A. W. L., Silva, M. L. C. R., Galiza, G. J. N., & Maia, L. A. (2022).
Parasitological, serological and molecular diagnosis of Dirofilaria immitis in dogs in
Northeastern Brazil. Experimental Parasitology, 236—237, 108233.
https://doi.org/10.1016/j.exppara.2022.108233

Stevenson, M. A. (2021). Sample Size Estimation in Veterinary Epidemiologic Research.
Frontiers in Veterinary Science, 7, 539573. https://doi.org/10.3389/fvets.2020.539573

Tandina, F., Doumbo, O., Yaro, A. S., Traor¢, S. F., Parola, P., & Robert, V. (2018).
Mosquitoes (Diptera: Culicidae) and mosquito-borne diseases in Mali, West Africa.
Parasites & Vectors, 11(1), 467. https://doi.org/10.1186/s13071-018-3045-8

Trancoso, T. A. L., Lima, N. da C., Barbosa, A. S., Leles, D., Fonseca, A. B. M., Labarthe, N.
V., Bastos, O. M. P., & Uchoa, C. M. A. (2020). Detection of Dirofilaria immitis using
microscopic, serological and molecular techniques among dogs in Cabo Frio, RJ,
Brazil. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, 29, ¢017219.
https://doi.org/10.1590/S1984-29612020009

Velasquez, L., Blagburn, B. L., Duncan-Decoq, R., Johnson, E. M., Allen, K. E., Meinkoth, J.,
Gruntmeir, J., & Little, S. E. (2014). Increased prevalence of Dirofilaria immitis antigen
in canine samples after heat treatment. Veterinary Parasitology, 206(1-2), 67-70.
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2014.03.021

Venco, L., Mihaylova, L., & Boon, J. A. (2014). Right Pulmonary Artery Distensibility Index
(RPAD Index). A field study of an echocardiographic method to detect early

development of pulmonary hypertension and its severity even in the absence of

66



regurgitant jets for Doppler evaluation in heartworm-infected dogs. Veterinary
Parasitology, 206(1), 60-66. https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2014.08.016

Ventre, E., Roziéres, A., Lenief, V., Albert, F., Rossio, P., Laoubi, L., Dombrowicz, D., Staels,
B., Ulmann, L., Julia, V., Vial, E., Jomard, A., Hacini-Rachinel, F., Nicolas, J.-F., &
Vocanson, M. (2017). Topical ivermectin improves allergic skin inflammation. Allergy,
72(8), 1212—-1221. https://doi.org/10.1111/all.13118

Wang, S., Zhang, N., Zhang, Z., Wang, D., Yao, Z., Zhang, H., Ma, J., Zheng, B., Ren, H., &
Liu, S. (2016). Prevalence of Dirofilaria immitis infection in dogs in Henan province,
central China. Parasite, 23, 43. https://doi.org/10.1051/parasite/2016054

Washington State University, C. of V. M. (2022). Problem medications for dogs | Program in
Individualized Medicine | Washington State University | College of Veterinary
Medicine. https://prime.vetmed.wsu.edu/2022/03/01/problem-medications-for-dogs/

Weather Atlas. (2025). Yearly & Monthly weather—Setubal Municipality, Portugal. Weather
Atlas. https://www.weather-atlas.com/en/portugal/setubal-municipality-climate

Western College of Veterinary Medicine. (2021, setembro 17). Dirofilaria Immitis—Western
College of Veterinary Medicine. Wcvm-Learnaboutparasites.
https://wcvm.usask.ca/learnaboutparasites/parasites/dirofilaria-immitis.php

Ying, Z., Upadhyay, A., Wang, J., Han, Q., & Liu, Q. (2023). The prevalence of canine
dirofilariasis in China: A systematic review and meta-analysis. Parasites & Vectors,
16(1), 207. https://doi.org/10.1186/s13071-023-05770-9

Zarlenga, D. S., & Higgins, J. (2001). PCR as a diagnostic and quantitative technique in
veterinary parasitology. Veterinary Parasitology, 101(3), 215-230.

https://doi.org/10.1016/S0304-4017(01)00568-4

67



0BSNjoX3 OAOW

Anexo 1 — Registo de dados

asoue|yolig
ap oInaid
oansougelq

1enuy
oeduanald
eleq

1euly s0a1uNo
opeynsay  Sewojuls

nouy
ap eajuaay

oauingues
oegaysy

e3saly
ej09

oansouselq
ejleq

OAnUBA3Id
aposn

eiqwa
oedeuioep

EPIA

opelsed ap o)s3

(*8%) osad

oxas

apep|

0AISOd 0eN 0EN oeN wig oeN oeN wig yg-nay 10191X3 L' aus ouuiway £ Jouadnsouaus)  zg
onizesaN OBN  JaloynsujensoL  oeN oeN pz-uel wig oeN wig cz-1qe 10u813 L ads ounnosely  ¢r  Jouadnsousus] 1Z
OAISOd 0BeN wis 0oeN wis 0eN oeN wis Tz-lew 101181X3 8‘G ays ounnasey 9 ho_\_mazw oualsl 0¢
onnesaN 0EN 0EN oeN 0eN oeN vz-un( wis wis £z-1qe Joa 9 aus ouuiway  TT eyuizod 61
0AISOd 0eN wig wig wig oeN oeN wig g£z-qe 1ou91X3 8 aus ounnosely  gI  Jousdnsousisl 8T
o>_umww2 0BeN OBeN oeN oeN 0eN 0oeN wis Y2Z-19s louRdIX3 Vv ads ouluiwaS L Jouadnsouala] /T
o>_uwm®2 0BeN 0BeN oeN oeN #Ny::_ wis oeN wis yg-lew 101181X3 1 ays ouluiwa4 11 ho_\_wazw ouala] 9T
onnesaN 0eN 0EN oeN 0eN oeN oeN wis £z-1qe 10u91X3 43 aus ouuiway  GT  Jouadnsousud) ST
0AISOd 0eN wig wig wig oeN oeN wig £z-9e 1ou91X3 e aus ouuiway  gT  Jouadnsouaud) T
oAnegaN oeN oeN oeN oeN oeN oeN wis YZ-No) 101813 8y 18yosuld oujuIway 9 Jouadns ouanal €T
OAISOd 0BeN wis wis wis 0eN oeN wis vC-19s 1011813 z'6C 9)poo0d ounnasey 8 ho_\_wazw oualls] ¢T
0AISOd 0eN 0EN oeN wis oeN oeN wis £2-1qe 1ou91X3 891 aus ounnosely g Jousdnsousisl  TT
onnegaN wis 0eN oeN oeN ve-lew wis oeN wis £z-1qe 1ou91X3 6 aus ounnosel €1 epenu3 ot
ssang epinoxg wis g-no wig oeN wig £z-19e 1ou91X3 102 aus ounnasely ¢t epenu3 6
oAISOd 0eN wis 0eN wis 0eN 0eN wis 108 1o91%3 £ aus ouway  vT epenu3 8
0AISOd 0EN wis wis wis oeN oeN wis vz-lew 10u91X3 V2 aus ounnosew T epenu3 L
onnesaN wis 0eN oeN oeN 20T wis oeN wis £z-1qe 1091X3 8 aus ouway T epenu3 9
onnesaN 0eN 0eN oeN oeN oeN 0eN wis louapa T aus ounnaseW ¥ epenu3 5
oAISOd 0EN wis wis wis 0eN 0eN wis £z-1qe Ioua13 z'oe aus ounnose € epenu3 v
onnegaN 0EN 0EN oeN 0eN £202 wis oeN wis £z-1qe Iou91X3 56T aus ounnosew T epenu3 €
onnesaN 0eN oeN oeN oeN oeN oeN wis 9z-1qe 10u91X3 74 aus ouuiway € epenu3 z
oue T eloLauiapep|  epiniox3 oeN oeN oeN Gz-n9) 1ou91X3 Sv'9 aus ounnaseW ‘0 epenu3 T




0Al}ISOd oeN wis wis wis oeN oeN wis v¢-19s loleix3 £g ads ounnose 14 [SIEIET 144
onnesaN oeN OeN OeN OEN OBN OeN wis ve-lew Jouaxg s'oT ads oujuiwaS L [SIETIETN o4
OAnEsaN OEN OEN OEN OEN OEN OBEN wis €z-03e JouLx3 8's ads oululwa4 € oJ_yIdL (174
oAnesaN OEN OEN OBEN OBEN OEN OEN wis ce-lew JouLx3y T ads ounnose ) oJl_yIdL 1474
OISO oeN wis oeN wis oeN oeN wis €z-lqe 10L91x3 ot ads ounnose g JIEMET] or
onnesaN oeN OeN OeN OEN OBN OeN wis €z-qe Jolaxg P'eT ads ounnoseW 1T ol_yIsL 6¢
OAllISOd OEN OEN OEN wis OEN OEN wis gz-unf Jouax3 i ads ounnose € oJ_yIdL 8¢
OAISOd oeN wis oeN oeN oeN oeN wis €c-1qe Jouaxg 1’9 ouelensnyloised ounnasew T IETETS L€
OISO oeN wis wis wis oeN oeN wis €z-qe 10191x3 58T ads ouuiway  TT asinbie 9
11sod OeN wis wis wis OBN OeN wis €z-qe Jouaxg 672 ads ouuiwe4  TT ol_yIsL s€
OAneSaN OEN OEN OEN OEN OEN OBEN wis €c-qe JouLx3 LT ads ounnose L asinbiey e
OAllISOd OEN wis wis wis OEN OEN wis €c-iqe JouLx3y Lzt ads ounnoseW 1T asinbiely €€
OAIlISOd oeN wis oeN 0oeN OEN OBEN wis cz-unf JouLx3y 98 ads oujuiwa4 6 asinbiely (4>
OAlISOd oeN wis wis wis oeN OoBeN wis €¢-1qe Jousix3y v'se ads ounnosen 6 asinbiey 1€
OAEaN OEN OEN OEN OEN OEN OBEN wis €c-qe JouLx3 L's ads oululwa4 6 asinbiey 0g
OAllISOd OEN wis wis wis OEN OEN wis €c-iqe JouLx3y LT ads ounnose L asinbiely 6¢
OAIlISOd oeN wis oeN 0oeN OEN OBEN wis veg-zop JouLx3 9l ads ounnosen 14 asinbiely 8¢
OAISOd oeN wis oeN wis OeN OoeN wis ve-lew Jousixgy 902 ads ouluwa4 L asinbiey LT
OAllISOd OEN wis OEN OEN OEN yenl wis wis cz-unf JouLx3 €ce ads ounnosew 1T asinbie 9c
oAneseN oeN oeN oeN oeN oeN oeN wis 74 Jouau| € J1ayosuid ounnasely ST eyuizoo 14
oAnesaN oeN oeN oeN oeN oeN oeN oeN Gz-lew Jouau| 44 ads ounnosey T eyuizon 174
ssans epimox3 oeN oeN oeN 2198 Jouelg 88 ads ounnosely  GT  Jouadnsousus] €2

0BSNjoX3 OAOW

leud  sodund

opejnsay  Sewouls

nou)|
ap eajudgy

oauinjues
oegalys3

©9sal4
£109

asolie)jo1l
ap oinaid
oanisougelq

1enuy

oeduanald

eleqg

OAIIUARI
aposn

opensed

eiqwa

oedeuroep

epIA

ap onsa

(*8x) osad

oxas

apep|




0BSNjoX3 OANOW

leud  sodund

opennsay  Sewouls

nou)|
ap ea1uddy

oauinjues

oegausa

©9s3l4
£109

asouejyolg
ap oinaid
oanisougelq

OAIIUARI
aposn

opensed

eiqwa

oedeuoep

epIA

ap oias3

(*8x) osad

oxas

apep|

IpnSe eoluoId 91130 epInax3 oeN oeN OBEN wis et lilf loleix3 §8‘s oululway €T elewusyuy 99
OAISOd oeN wis wis wis oeN OoBeN wis €¢-iqe Jousixgy 9've ads ounnosen S Joudjuiousiisl g9
OAllISOd OEN wis wis wis OEN OBEN wis €c-qe JouLx3 [44 ads ounnose S Jousjurouasl  v9
OAllISOd OBEN wis wis wis OBEN OEN wis €c-iqe JouLxy §'sc ads ounnose ) Jousjuroualisl €9

11S0d oeN wis wis wis OEN OEN wis €c-lqe JouLx3 z'ze ads ounnosen L 29
OAINISOd oeN wis wis wig oeN 0eN wis £z-lqe Jouang 8'sT ays ounnosely € Jousjuioususl 19
OAllISOd OEN wis wis wis OEN OBEN wis €c-qe Jouax3 144 ads ounnose 0 Jousjuroualsl 09
OAllISOd OEN wis wis wis OEN OEN wis €c-iqe JouLx3y S've ads ouluiwa4 9 Jousjuroualisl 69

11S0d oeN wis wis wig oeN oeN wis gz-unl 10191x3 9'6T ads ouuiway ¢ 85
OAISOd oeN wis wis wis OeN OoeN OoeN €¢-iqe Jousixy 1'0€ ads ounndseN 0T Joudjurouslisl /G
OAllISOd OEN wis wis wis OEN OBEN wis €c-qe JouLx3 o ads ounnose 6 Jousjuroualsl 99
OAllISOd OBEN wis wis wis OEN OEN wis €c-lqe JouLx3y 1'0C ads ouluiwa4 9 Jousjuroualisl  G§

11S0d oeN wis wis oeN oeN oeN wis £z-08e 10191X3 LT ays ounnose 8 S
OAlESaN OeN OBN OeN 0eN OBN OeN wis ¥Z-19s Joueny 8'LT engy ap oed ounnoselW 1T ol_yIsL fore]
OAe3aN OEN OEN OEN OBN OEN OBEN wis ve-1es JouLx3 L9 ads ouluiwa4 T oJ_yIdL [4c]
onnesaN oeN oeN oeN OBEN OBEN OEN wis ve-1es JouLx3y S, ads ouluiwa4 T oJl_yIdL 18

11S0d oeN wis wis wis OEN OEN wis €¢-1no JouLx3y zet ads ounnosen 4 [SIEI T 0S
OAnEsaN oeN OeN oeN OeN oeN OoeN wis VC-188 JouLxy VT ads oujuiwa4 T ollvyidL 67
OAne3aN OEN OEN OEN OBEN OEN OBEN wis ge-uel JouLx3 70T ads ouluiwa4 T oJ_yIdL 8y
onnegaN oeN OEN OEN OEN OBEN OEN wis €c-lqe JouLx3y 1T ads ounnose € [SIELIET Ly
oAneSaN oeN oeN oeN 0oeN OoEN OEN wis €c-lqe louLx3y 0T ads ounnosen S [SIETI A 14
OAISOd oeN wis wis wis oeN OoeN wis €c-iqe Jousixg 8'L ads ounnosen 8 olldyidL 14




Anexo 2 — Formulario de consentimento

Formuldrio de Consentimento
Eu, mm.h_nn;n_"l.m} , responsavel pela associagdo

"101 Rafeiros”, declaro que aceito que os animas a meu cuidado participem no projeto
intitulado “Prevaléncia da microfilarémia em c3es de abrigo em Setdbal: Comparagdc de
métodos de observagdo de microfitirias™ (titulo sujeito a alteragbes), da autoria de Luana Ricci,
aluna do Mestrado Integrado de Medicina Veterindria da Unwersidade de Evora (n® de alune
46061) sob supervisio da Diretora Clinica Médica Veterindria Cristing Maria Goulartt de
Medeiros de Lemos Costa e Onentadora do Projeto Catarina Falcdo Trigoso Vieira Branco
Lavrador

Declaro ter sido informado dos seguintes pontos:

* A participagdo € voluntaria, podendc os animais serem retirados do estudo a qualquer
momenlo;

* Fui elucidado sobre os procedimentos,

¢ Os resultados do projeto podemn ser divulgados e publicados sem mengdo do nome do
responsavel da assoclag®o, dos animais da associagdo e dos seus numeros de
Identificacdo.

Por estar de acordo, assino 0 presento consentimento informado.

Cosnged , S de vip.o de2025

Assinatura do responsavel
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Anexo 3 — Autorizacio da utilizacdo do espaco laboratorial

Autorizagéo da realizacdo do estudo da aluna LUANA RICCI com recurso ao

laboratério do ONEVET-VETSET Hospital Veterinario, Palmela.

Eu, Cristina Maria Goulartt de Medeiros de Lemos Costa, Diretora Clinica do ONEVET-
VETSET Hospital Veterinédrio em Palmela, declaro que autorizo a utilizagao do laboratério
do hospital para a realizagao do estudo denominado “Prevaléncia da Microfilarémia em
cées de abrigo em Setlbal: Comparagéo de métodos de observagéo de microfilarias”
(titulo sujeito a alteragdes) da aluna Luana Ricci (n° de aluno 46061) do Mestrado Integrado
em Medicina Veterinaria da Universidade de Evora.

Paiuesih 49 de Bveasw de 2025
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Assinatura



