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Resumo: Relatamos o achado incidental de um verme filiforme vivo e integro na cavidade
abdominal de uma cadela sem raca definida, identificado durante a realizacdo de
ovariossalpingo-histerectomia eletiva. A paciente ndo apresentava sinais clinicos
compativeis com dirofilariose no periodo pré-operatorio, € a anamnese nao indicou
historico de quimioprofilaxia ou tratamento prévio para a infecgdo. O espécime foi coletado
e preservado em etanol a 70% para analises laboratoriais. A caracterizacdo morfologica
permitiu a identificagdo do nematdédeo como um macho de Dirofilaria immitis, a qual foi
corroborada por analise molecular baseada no sequenciamento do gene mitocondrial 12S
rDNA.

Palavras-chave: Cardiologia, nematddeo, parasitismo erratico.

Ectopic canine dirofilariasis in the abdominal cavity: case report

Abstract. We report the incidental finding of a live and intact filariid worm within the
abdominal cavity of a mixed-breed female dog, identified during an -elective
ovariohysterectomy. The patient exhibited no clinical signs compatible with dirofilariasis
in the preoperative period, and the medical history revealed no prior chemoprophylaxis or
treatment for the infection. The specimen was collected and preserved in 70% ethanol for
laboratory analyses. Morphological characterization identified the nematode as a male of
Dirofilaria immitis, a diagnosis that was corroborated by molecular analysis based on
sequencing of the mitochondrial 12S rDNA gene.

Keywords: Cardiology, nematode, erratic parasitismo.

Introducio

A dirofilariose ¢ uma enfermidade parasitaria causada pelo nematodeo Dirofilaria immitis (Meireles
etal., 2014; Silva & Langoni, 2009; Silveira, 2018). Trata-se de uma doenga comum em caes domésticos
(Silva et al., 2023), mas que também ocorre em gatos (Moraes et al., 2021) e em animais silvestres
(Penezi¢ et al., 2014; Wixsom et al., 1991). Os seres humanos também s3o hospedeiros suscetiveis ao
parasito (Cavallazzi et al., 2002; Simon et al., 2012), nos quais a infec¢do geralmente se manifesta como
um nddulo pulmonar isolado, caracterizando a dirofilariose como uma zoonose (Meireles et al., 2014;
Silveira, 2018). O ciclo de vida desse nematddeo envolve um vetor, representado por mosquitos da
familia Culicidae. Embora a suscetibilidade a infec¢@o varie entre as espécies, mais de 70 espécies de
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mosquitos podem transmitir o parasito. Esses vetores devem ser competentes para permitir o
desenvolvimento larval do estagio L1 ao L3 (Bendas et al., 2019).

O parasito adulto ¢ tipicamente encontrado nas artérias pulmonares e no ventriculo direito dos caes,
onde realiza reproducdo sexuada e libera larvas de primeiro estagio (L1, microfilarias) na corrente
sanguinea do hospedeiro. O mosquito infecta-se ao ingerir essas microfilarias durante o repasto
sanguineo, as quais se desenvolvem até o estagio larval infectante de terceiro estagio (L3) no interior do
vetor (Castillo et al., 2011). Durante um repasto subsequente, 0 mosquito inocula as larvas L3 em um
novo hospedeiro definitivo. As larvas migram pelos tecidos e, posteriormente, alcangam as artérias
pulmonares e o ventriculo direito, onde completam seu desenvolvimento (estagios L4, L5 e adultos)
(Moraes et al., 2016).

Quando a migracao pelos tecidos do hospedeiro ndo ocorre de forma adequada, as larvas podem nao
atingir seu sitio anatémico preferencial, resultando em parasitismo ectdpico. Trata-se de uma condigdo
incomum, havendo relatos de parasitos localizados no tecido subcutaneo, na artéria femoral e no olho
(Goh et al., 2023; Oldach et al., 2018).

Outro nematddeo filarideo, Acanthocheilonema reconditum (sin. Dipetalonema reconditum),
também parasita caes e gatos (Brito et al., 2001). Suas microfildrias sdo liberadas na corrente sanguinea
e migram para os tecidos subcutaneos, musculatura, regido perianal e cavidade abdominal, onde se
desenvolvem em vermes adultos. No entanto, a infecgdo raramente resulta em manifestagdes clinicas no
hospedeiro, podendo ocasionalmente causar prurido, tlceras ou abscessos (Engelmann et al., 2019).
Esse parasito ¢ transmitido principalmente por pulgas, piolhos e carrapatos, que atuam como
hospedeiros intermediarios (Brito et al., 2001; Engelmann et al., 2019; Leite et al., 2012; Patton &
Faulkner, 1992).

Considerando que tanto Dirofilaria immitis quanto A. reconditum podem causar microfilaremia e ser
detectados por técnicas laboratoriais, o diagnodstico diferencial ¢ fundamental, uma vez que essas
infecgOes diferem substancialmente quanto a evolugao clinica, ao tratamento e ao prognodstico (Bowman
& Mannella, 2011; Gioia et al., 2010; Labarthe et al., 2015; Monteiro, 2016; Trancoso et al., 2020). Até
0 momento, ndo ha relatos de parasitismo ectopico por D. immitis na Ilha de Guaratiba. Assim, o objetivo
do presente relato ¢ descrever um caso de parasitismo ectopico por Dirofilaria immitis na cavidade
abdominal de uma cadela, confirmado por caracterizagdo morfologica e analise molecular do gene
mitocondrial 12S rDNA.

Relato de caso

Em marg¢o de 2021, em uma clinica veterinaria localizada na Ilha de Guaratiba, Rio de Janeiro, um
verme filariforme vivo e integro foi encontrado livre na cavidade abdominal de uma cadela sem raca
definida, com trés anos de idade e peso corporal de 12 kg, durante a realizacdo de um procedimento de
ovariossalpingo-histerectomia (castragdo). O parasito encontrava-se proximo a regido umbilical, sob o
omento maior, sendo exposto durante o ato cirurgico.

Todo o corpo era recoberto por uma cuticula esbranquicada, apresentando comprimento aproximado
de 7,9 cm, com discreta tor¢cdo observada em uma das extremidades (Figura 1). De acordo com o
historico clinico da paciente, o tutor ndo havia administrado qualquer tratamento profilatico para
dirofilariose, apesar de residir em area considerada de alto risco. O exame fisico e o hemograma nao
revelaram altera¢Ges significativas, e o tutor ndo relatou sinais prévios de desconforto abdominal,
incluindo dor ou prurido.

O parasito foi coletado e preservado em etanol a 70%. As por¢des anterior e posterior do nematddeo
foram diafanizadas em solugdo de alcool + glicerol a 50% e montadas em lamina temporaria para a
caracterizacdo morfoldgica. Antes da diafanizacdo, a regido mediana do nematodeo adulto foi separada
do restante do corpo e utilizada para analise molecular. As estruturas morfoldgicas foram examinadas
sob microscopio optico Olympus BXS51. A identificacao foi realizada com base em chave taxonOmica e
literatura atualizada para a espécie (Anderson et al., 2009; Vicente et al., 1997). O nematddeo apresentou
corpo alongado e delgado, com a extremidade anterior mais arredondada em comparagdo a posterior.
Adicionalmente, o filarideo exibiu abertura oral terminal desprovida de labios. A presenga de um par de
espiculos e varios pares de papilas na regido posterior permitiu a identificagdo do espécime como macho.
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O verme apresentou ainda quatro pares de papilas pré-cloacais, um par de papilas ad-cloacais e quatro
pares de papilas pos-cloacais (Figura 2A), bem como dois espiculos, sendo um maior e outro menor
(Figura 2B), corroborando a redescri¢@o de Dirofilaria immitis (Furtado et al., 2010).

Figura 1. Imagem fotografica do espécime adulto de Extremidade posterior de macho evidenciando as
Dirofilaria immitis removido durante a realizagdo de papilas pré-cloacais (setas grandes), as papilas ad-
ovariossalpingo-histerectomia. cloacais (seta pequena) ¢ as papilas pos-cloacais

(pontas de seta). (B) Par de espiculos (seta).

Para confirmagdo adicional, foi realizado diagndstico molecular. A regido mediana do corpo do
parasito foi utilizada para extragdo de DNA com o kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden,
Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante.

A amplificagdo do gene mitocondrial 12S rDNA foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando o par de iniciadores 12SF (5’-GTTCCAGAATAATCGGCTA-3’) e 12SR (5°-
ATTGACGGATG(AG)TTTGTACC-3’) (Casiraghi et al., 2001). Cada reag@o apresentou volume final
de 25 uL, contendo 12,5 uLL. de PCR Master Mix (Promega Corporation), 0,5 uL de cada iniciador, 3 uL.
de DNA e 4gua ultrapura.

As condigodes de ciclagem térmica foram: desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 minutos; 40 ciclos de
desnaturagdo a 94 °C por 45 segundos, anelamento a 52 °C por 45 segundos ¢ extensdo a 72 °C por 1,5
minuto; seguidos por uma extensdo final a 72 °C por cinco minutos. O produto amplificado foi
purificado utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA, de acordo com as instru¢des do fabricante.

O sequenciamento do DNA foi realizado com o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.
O sequenciamento ¢ os procedimentos associados foram conduzidos por eletroforese capilar (seis
capilares) na plataforma 3730xL DNA Analyzer, no Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz.

As sequéncias consenso foram geradas no software Geneious Prime 2022.2.1, visando a eliminagao
de erros e ambiguidades de sequenciamento. A sequéncia obtida do gene 12S rDNA foi alinhada com
116 sequéncias depositadas no GenBank, sob o nimero de acesso OR589203, representando membros
da familia Onchocercidae (géneros Acanthocheilonema, Brugia, Dipetalonema, Loa, Onchocerca e
Wuchereria), utilizando o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004), implementado no Geneious. Thelazia
callipaeda, pertencente a familia Thelaziidae, foi utilizada como grupo externo, em funcdo de sua
proximidade filogenética com Onchocercidae dentro da ordem Spirurida (Casiraghi et al., 2001).
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Os alinhamentos foram refinados manualmente para remocao de regides mal alinhadas por meio do
software Mesquite (versdo 3.70) (Maddison & Maddison, 2021), resultando em um conjunto final de
dados composto por 35 taxons e 375 caracteres alinhados.

As analises de inferéncia bayesiana (IB) foram conduzidas no programa MrBayes versdo 3.2.7a
(Ronquist et al., 2012), na plataforma XSEDE, por meio do portal CIPRES Science Gateway (Miller et
al., 2010). Modelos independentes GTR+I+G (modelo de substitui¢do de nucleotideos reversivel geral,
com propor¢ao de sitios invariaveis e distribuigdo gama das taxas entre sitios) foram aplicados a cada
posi¢do do cddon, com frequéncias de bases e parametros do modelo desvinculados.

A amostragem por Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) foi realizada por 10.000.000 de
geragdes, com quatro cadeias simultaneas em duas execugdes independentes. O suporte dos ramos foi
avaliado por probabilidades posteriores bayesianas (PPB), calculadas a partir de arvores amostradas a
cada 1.000 geragoes, apos o descarte dos primeiros 25% como burn-in (Figura 3).

AJS44853-1 Achanthochesionema reconditum
1001 [ KP760327 gracite

L{ AM779824 Dipetalonema gracile

1110011 47170.8" AJ544854 Dipetalonema gracife

1110001 FRB27908 Loa foa
AJ544345 Loa foa

KP760339 Loa loa
AJS4sBa4e bancrofti
1/88/0 86| AMT79849 Brugie pahang!
KP760318 Brugia pahangi
AJ544842 Brugla pahangi

0 58/57/- 0.9980/0.9

MNS98549 Brugia matayi
1799/0.971 AJ544343 Brugia malay!

KX853314 Onchocerca armitiata
DQ523736 Onchocerca armidiata

173/0.98 AJ544840 Onchocerca volvulus
AY462927 Onchocerca imealis
AJ544337 Oachocercs gibsoni
0.97/87/1 AY462913 Onchocerca gibsoni

EU182322 Dirofitarta immitis
KF583617 Dirofilaris immitis

0.51/57/0.77]

KUSB5998 Dirofilacia immites
AJS44231 Dirofilaria immitis
111001 | | MFO59093 Dirofifaria immitis
KP898738 Dirofilaria immitis

EU182327 Dirofiiavia immitis
Dirofiiaria immins present study
OL714337 Divofifaria immitis
KM205415 Dirofitaris immitis
EU169125 Dirofilacia immitis
KF707480 Dirofitaria imeitis
FN391654 Dirofilaria imenitis
MHO51846 Dirofitaria immitis

— AJS44858 Thelazis caliipaeds
| MF795599 Thelszia collipseds

Figura 3. Arvore de maxima verossimilhanga para o gene 12S rDNA. Os valores nos nos correspondem a aLRT, ML-BP ¢
BPP. O simbolo de um asterisco (*) indica baixo suporte nodal nas analises de maxima verossimilhan¢a (ML) ou inferéncia
bayesiana (IB).

As analises filogenéticas pelo método de maxima verossimilhanga (ML) foram realizadas com o
programa PhyML versdo 3.0, acessado por meio de seu servidor web (Guindon et al., 2010). A selecao
do modelo evolutivo foi conduzida com o SMS (Smart Model Selection) (Lefort et al., 2017)
implementado no PhyML, com base no Critério de Informacao de Akaike (AIC).

O suporte dos ramos foi avaliado por meio do teste aproximado da razdo de verossimilhanga (aLRT)
e por porcentagens de bootstrap ndo paramétrico (ML-BP), com base em 1.000 réplicas. A amostragem
bayesiana, apds o burn-in de 25%, resultou em uma estimativa média da verossimilhanga marginal de —
1858,6757 (desvio-padrdo = 7,3841; mediana = —1858,381). Os tamanhos efetivos de amostra (ESS)
foram robustos para todos os parametros.

O modelo de melhor ajuste selecionado pelo SMS no PhyML, sob o AIC, foi o GTR+I+G, com
quatro categorias de taxa de substituigdo, propor¢do de sitios invariaveis = 0,405 e parametro de forma
da distribuicao gama (o)) = 0,975, resultando em uma arvore com valor de log-verossimilhanga (InL) de
—3762,13464.

As topologias das arvores obtidas pelas analises de IB e ML foram semelhantes, diferindo apenas
nos valores de suporte dos ramos. A sequéncia obtida neste estudo agrupou-se com outras sequéncias
de D. immitis com forte suporte (aLRT = 1; ML-BP = 1; PPB = 100). A sequéncia de 4. reconditum
proveniente do GenBank posicionou-se como basal em relacdo aos demais taxons analisados. Esses
resultados moleculares, associados a analise morfologica, confirmaram a identificacdo do espécime
como D. immitis.
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Discussio

A distribuicdo geografica da dirofilariose causada por Dirofilaria immitis estd intimamente associada
a presenca de seus vetores culicideos, o que torna a enfermidade comum em regides tropicais e
subtropicais (Morchon et al., 2012). No Brasil, as maiores prevaléncias sdo observadas em areas
costeiras e em regides com elevada densidade de animais reservatdrios, especialmente canideos
domésticos e silvestres, que desempenham papel fundamental na manutengdo do ciclo de vida do
parasito (Alho et al., 2014; Morchén et al., 2012; Silva, 2015; Silva & Langoni, 2009; Silveira, 2018).

De acordo com Anvari et al. (2020), a prevaléncia global da dirofilariose é atualmente estimada em
10,91%. Labarthe et al. (2014) relataram prevaléncia de 23,1% no Brasil, a mais elevada das Américas.
Algumas cidades costeiras brasileiras apresentam valores ainda mais expressivos, como Niter6i (RJ),
com 58,6%; Buzios (RJ), com 62,2%; Salvador (BA), com 20%; e Recife (PE), com 36,7% (Anvari et
al., 2020). As condig¢oes climaticas do pais, aliadas a abundancia de reservatorios e vetores, favorecem
a transmissao e a persisténcia da doenga (Alho et al., 2014; Meireles et al., 2014; Silva, 2015; Silveira,
2018).

Embora D. immitis seja endémica em diversas regioes brasileiras, apenas um relato recente descreveu
a ocorréncia de dirofilariose em localizacdo ectopica (Silva et al., 2023). Nas Américas, o diagnostico
especifico da dirofilariose é essencial devido a coexisténcia da transmissdo de Acanthocheilonema
reconditum em caes e gatos, a qual ocorre por meio da picada de pulgas ou carrapatos. A. reconditum
causa microfilaremia, com microfildrias circulando na corrente sanguinea e alojando-se
preferencialmente nos tecidos subcutineos dos animais infectados (Bobade et al., 1981). Esse
nematodeo também ja foi relatado em localizagdes ectopicas, como o escroto (Wright, 2017) ¢ a
cavidade peritoneal (Pierantozzi et al., 2017).

Os sinais clinicos mais frequentemente associados a essa parasitose incluem prurido e eritema,
embora a maioria dos casos permanega assintomatica. Dessa forma, o diagndstico acurado baseia-se na
combinagdo de microscopia, analises moleculares, avaliagdo dos sinais clinicos, especialmente
cardiorrespiratorios, ¢ exames hematoldgicos e soroldgicos (Smith et al., 2015; Tilley, 2008).

Relatos de formas erraticas de D. immitis ja foram documentados no Japao (Oh et al., 2008), na
Australia (Eberhard et al., 1977), na Italia (Dantas-Torres et al., 2009) ¢ em diversos outros paises
(Bendas et al., 2017). Os sitios ectdpicos mais frequentemente descritos incluem o globo ocular e a
cavidade abdominal (Dantas-Torres et al., 2009; Oh et al., 2008; Pereira et al., 2021). Hayasaki et al.
(2013) sugeriram que formas imaturas de D. immitis podem, por razdes ainda desconhecidas, migrar
através dos tecidos subcutineos da face e alcancar o olho por meio da cornea ou do nervo optico, apos
atravessarem a superficie cerebral, permitindo, assim, o acesso a cidmara anterior. No entanto, o
mecanismo exato subjacente a essa migragao aberrante permanece incerto.

No presente relato, as analises morfologicas € moleculares confirmaram que o nematddeo encontrado
incidentalmente na cavidade abdominal de uma cadela proveniente da [lha de Guaratiba correspondia a
um espécime de Dirofilaria immitis, agente etiologico da dirofilariose canina. A analise filogenética
demonstrou ainda que a sequéncia de Acanthocheilonema reconditum disponivel no GenBank
posicionou-se como basal em relacdo aos demais taxons avaliados, reforcando a importancia do
diagnéstico diferencial entre filarideos que podem infectar caes. A ocorréncia ectdpica intra-abdominal
observada neste caso, considerada incomum, contribui para ampliar o conhecimento sobre apresentagdes
atipicas da dirofilariose e ressalta a necessidade de atencdo diagnostica em areas endémicas, diante da
relevancia clinica e epidemiologica dessa parasitose.
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