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RESUMO

RODRIGUES, R.T.G.A. (Identificacdo de Dirofilaria immitis em cées do sertdo paraibano
e de microfilarias em lesdo tumoral cutdnea de um cdo naturalmente infectado).
[Identification of Dirofilaria immitis in dogs from the Paraiba's backwoods and microfilariae
in cutaneous tumor lesion of a naturally infected dog]. 2019. 58 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Saude Animal) — Centro de Saude e Tecnologia Rural, Universidade Federal de
Campina Grande, Patos, 2019.

A dirofilariose canina compreende uma parasitose ignorada em muitas regioes, apesar
de ter apresentado modificacdes na sua epidemiologia nos ultimos anos. Para melhor entender
essas mudancas objetivou-se, com a realizacao desta pesquisa, identificar a presenca da doenca
parasitaria e determinar os principais aspectos epidemioldgicos associados a infec¢éo por D.
immitis na cidade de Patos-PB, além da descricdo da identificacdo incidental de microfilarias
em uma leséo neoplasica de um cdo assintomatico para a infecgdo parasitaria. Para tanto foram
coletadas amostras de 120 cdes nativos que foram analisadas pelos métodos de Knott
modificado para pesquisa de microfilarias e imunocromatografico para detecgdo de antigenos
parasitarios. Diante dos resultados obtidos foi possivel aferir uma frequéncia de 4,17% de cées
positivos em pelo menos um teste diagnostico utilizado, sendo esses localizados nos bairros
Jardim Magndlia, Noé Trajano, Alto da Tubiba e Novo Horizonte. Além disso, verificou-se que
a maioria dos animais positivos era macho, acima de seis anos de idade, sem raca definida, de
porte médio, que viviam em ambientes com pouca ou nenhuma realizacdo de limpeza, criados
de forma domiciliada ou semi-domiciliada e que ndo receberam vermifugos, ivermectina ou
doxiciclina durante toda a vida. No relato de caso, um cdo, macho, de seis anos de idade, nativo
da regido evidenciada, foi atendido com uma lesdo tumoral ulcerada drenando secrecdo
sanguinolenta profusamente, a qual durante exame citoldgico foi identificada como um tumor
venéreo transmissivel canino. Na mesma ferramenta diagnostica foram detectadas formas
amastigotas de Leishmania sp. e microfilarias de D. immitis em meio as células neoplasicas,
sendo o animal assintomatico para ambas as parasitoses, e, portanto, assumindo papel de
reservatorio no ciclo de transmissao das enfermidades. Desta forma, conclui-se que a cidade de
Patos, localizada no sertdo paraibano, possui animais infectados com parasitoses de grande
importancia para a salude publica, evidenciando que tanto outros animais como 0S seres
humanos da regido estdo expostos as infecgdes, sendo necessarias medidas de controle e
profilaxia para se restringir o ciclo biolégico dos vetores e, assim, a expansdo das areas de

ocorréncia das doengas.

PALAVRAS-CHAVE: parasitose; zoonose; epidemiologia; citologia; cardiologia.
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ABSTRACT

RODRIGUES, R.T.G.A. (Identification of Dirofilaria immitis in dogs from the Paraiba's
backwoods and microfilariae in cutaneous tumor lesion of a naturally infected dog).
[Identificacdo de Dirofilaria immitis em cdes do sertdo paraibano e de microfilarias em leséo
tumoral cutanea de um céo naturalmente infectado]. 2019. 58 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Saude Animal) — Centro de Saude e Tecnologia Rural, Universidade Federal de
Campina Grande, Patos, 2019.

Canine heartworm comprises a neglected parasitic disease in many regions but has
undergone changes in its epidemiology in recent years. To better understand these changes, the
objective of this research was to identify the presence of this parasitic disease and to determine
the main epidemiological aspects associated with D. immitis infection in the city of Patos-PB,
as well as the description of the incidental identification of microfilariae in a neoplastic lesion
of an asymptomatic dog for parasitic infection. For this purpose, 120 native dogs were sampled
and analyzed by modified Knott methods for microfilariae and ELISA for the detection of
parasitic antigens. Based on the results obtained, it was possible to measure a frequency of
4.17% of positive dogs in at least one diagnostic test used, located in the neighborhoods of
Jardim Magnolia, Noé Trajano, Alto da Tubiba and Novo Horizonte. In addition, it was found
that the majority of the positive animals were male, above six years of age, medium-sized,
mongrel, living in environments with little or no cleaning performance, domiciled or semi-
domiciled and who have not received worming, ivermectin or doxycycline during its entire life.
In the case report, a six-year-old male dog, native to the region, was attended with an ulcerated
tumor lesion draining profuse bloody secretion, which during cytological examination was
identified as a transmissible canine venereal tumor. In the same diagnostic tool, amastigote
forms of Leishmania sp. and microfilariae of D. immitis was seen among neoplastic cells, being
the animal asymptomatic for both parasitic diseases, and, therefore, assuming role of reservoir
in the disease transmission cycle. Thus, it can be concluded that the city of Patos, located in the
Paraiba's backwoods, have infected animals with parasitoses of great importance for public
health, evidencing that both other animals and humans in the region are exposed to infections.
Control and prophylaxis measures to restrict the biological cycle of the vectors and, thus, the

expansion of disease occurrence areas are needed.

KEYWORDS: parasitic disease; zoonosis; epidemiology; cytology; cardiology.
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LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

pL - Microlitros

ALT - Alanina aminotransferase

ALT - Alanina aminotransferase

AST - Aspartato aminotransferase

BAYV - Bloqueio atrioventricular

Ca*" - Célcio

CK - Creatinoquinase

CK-MB - Creatinoquinase subunidade isoenzima MB
cTnl - Troponina |

D. immitis - Dirofilaria immitis

D. repens - Dirofilaria repens

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-acético
ELISA - Enzime Liked Immunoasorbent Assay
EMATER - Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
FA - Fosfatase alcalina

FA - Fosfatase alcalina

g/dL — Gramas por decilitro

K* - Potassio

mL - Mililitros

mmHg — Milimetros de mercurio

Na* - Sodio

ng/mL - Nanogramas por mililitro

PA - Pressdo arterial

PAAF - puncdo aspirativa com agulha fina
PAD - Pressdo arterial diastolica

PAM - Presséo arterial media

PAS - Pressdo arterial sistolica

TVTc - Tumor Venéreo Transmissivel Canino
U/L — Unidades por litro
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1 INTRODUCAO GERAL

As doencas caninas transmitidas por vetores (DCTV) tém sido amplamente
identificadas em todo o mundo, inclusive em regiGes anteriormente consideradas livres em
decorréncia de condigdes climaticas adversas ao desenvolvimento dos agentes transmissores
(DANTAS-TORRES, 2008). As DCTV, como a dirofilariose, tém despertado maior atencdo
dos pesquisadores nos ultimos anos como efeito da reemergéncia de casos humanos e animais
associada ao aumento da escala geogréafica de prevaléncia dos vetores (GENCHI et al., 2009).

A dirofilariose canina é uma doenca cosmopolita causada pelo nematoide Dirofilaria
immitis, da familia Filaridae, cuja infeccdo é mais prevalente em regides de clima tropical e
subtropical e possui o cdo como hospedeiro definitivo. Os hospedeiros acidentais do parasita
incluem canideos e felideos selvagens, aléem do homem (LARSSON, 2015).

Entre as diversas espécies de Dirofilaria, as de maior importancia clinica e
epidemioldgica correspondem a D. immitis e D. repens, ambas podendo infectar animais e seres
humanos (SIMON et al., 2012). Outra filaria considerada endémica em alguns paises equivale
a especie Acanthocheilonema reconditum, anteriormente denominada de Dipetalonema
reconditum, a qual deve ser diferenciada da D. immitis por possuir exigua magnitude patogénica
(NELSON, 2015).

A parasitose é transmitida por mosquitos vetores dos géneros Culex, Aedes,
Ochlerotatus e Anopheles, que assumem papel de hospedeiros intermediarios no ciclo de
transmissdo da doenca, possibilitando o desenvolvimento das larvas infectantes de terceiro
estagio (CAPELLI et al., 2013).

O ciclo de transmissdo do parasita necessita de um hospedeiro reservatério, um vetor
competente e condicdes climéticas propicias, iniciando-se quando 0s mosquitos ingerem,
durante o repasto sanguineo, microfilérias (L1) de D. immitis presentes no sangue de animais
infectados. No vetor, as microfilarias sofrem duas mudancas de estagio até Lz, compreendendo
as larvas infectantes, as quais sdo transmitidas para um hospedeiro suscetivel durante a
alimentacdo hemat6faga do mosquito. Essas larvas migram da pele inoculada até as artérias
pulmonares, onde atingem a maturidade sexual (BOWMAN; ATKINS, 2009; NELSON, 2015;
NGUYEN et al., 2016).

Muitos animais infectados permanecem longos periodos assintomaticos, todavia,
aqueles que exibem sinais clinicos apresentam mais frequentemente emagrecimento,
intolerdncia ao exercicio, tosse, letargia, dispneia, sincope e distensdo abdominal (LARSSON,
2015).
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Os exames necessarios para o diagnéstico da dirofilariose englobam radiografia de
torax, na qual é possivel observar aumento da silhueta cardiaca e aspecto dilatado e tortuoso de
artérias pulmonares. Além disso, pode ser realizado o diagndstico parasitologico por meio da
pesquisa de microfilarias utilizando o teste de Knott modificado e da gota espessa, enquanto 0s
testes imunoldgicos baseiam-se na detecgdo de antigeno circulante pela técnica de ELISA. Os
exames eletrocardiografico e ecocardiografico sdo importantes para o estadiamento da moléstia
parasitaria (BORTHAKUR et al., 2015; LARSSON, 2015).

O tratamento da doenca em cées é complexo e possui alto risco em decorréncia dos
efeitos colaterais secundarios a morte macica de vermes na corrente sanguinea. A terapia
adulticida é realizada com o emprego de dicloridrato de melasormina, enquanto o tratamento
microfilaricida baseia-se no uso de ivermectina ou milbemicina. Além disso, a doxiciclina tem
sido comumente utilizada para a eliminacéo de bactérias do género Wolbachia albergadas pelo
parasita e que contribuem para a sobrevivéncia dos vermes. Em caso de obstrugdo mecénica de
vias circulatorias recomenda-se a remog&o cirtrgica dos parasitas (SIMON et al., 2012).

E preocupante ndo somente o alastramento geografico da patologia canina para distintas
regides do planeta, mas também o fato da dirofilariose se tratar de uma zoonose reemergente.
Mais de 1.700 casos humanos da parasitose j& foram documentados em todo o mundo,
sugerindo que onde a doenca canina esteja presente, 0s seres humanos apresentam risco de
infeccdo (MONTOYA-ALONSO et al., 2010; SIMON et al., 2012). Assim, é crescente 0
namero de relatos de identificacdo das formas imaturas do parasito em humanos e animais nos
mais diversos érgdos, como olhos, cérebro, pulméo e tecido subcutaneo (GENCHI et al., 2011,
IDDAWELA et al., 2015; FALIDAS et al., 2016; MALIK et al., 2016; SUBAPRIYA et al.,
2018).

Além de tecidos saudaveis, existem em cdes descricdes da presenca das filarias em
neoplasias como mastocitoma (FILGUEIRA, 2016) e adenocarcinomas mamarios (BURGESS,;
WAGNER, 2016) sem qualquer sintomatologia relacionada a parasitose. Deste modo, alguns
exames complementares como a citologia de lesGes neoplésicas sdo importantes ferramentas
para a deteccdo do agente de forma incidental em animais assintomaticos para dirofilariose
(MONDAL, 2010; ROSOLEM et al., 2013; PAL et al., 2018).

Alguns casos da infec¢do em cées séo relatados em areas de clima e ambiente adversos
a ocorréncia da doenca, como na cidade de Patos, Paraiba, Brasil, cujo clima é considerado
semiarido com baixos indices pluviométricos anuais. Além disso, existem poucos estudos
associando a identificacdo das formas larvais do parasito em neoplasias na espécie canina. Estes

aspectos associados ao diminuto volume de trabalhos publicados acerca da moléstia parasitaria
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cardiopulmonar supracitada tendem a tornar a infeccdo por D. immitis subestimada na regiéo.
Assim, torna-se essencial a realizacdo de um levantamento epidemiolégico de cées
naturalmente infectados por esse patdgeno, visando o conhecimento da atual situacdo da
dirofilariose no sertdo paraibano e a adocao de medidas de controle e profilaxia necessarias para
se assegurar a manutencao da satde publica e animal.

Desse modo, objetivou-se com a realizagdo desta pesquisa determinar a presenca da
infeccdo por D. immitis e 0s seus aspectos epidemiologicos na populacdo canina da cidade de
Patos, sertdo paraibano, além da descricdo de um achado incidental de microfilarias em

neoplasia cutanea em um cdo naturalmente infectado pelo parasita.
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3 CAPITULO I:
Aspectos epidemioldgicos da infeccdo por Dirofilaria immitis em cées no sertéo

paraibano
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Aspectos epidemioldgicos da infeccdo por Dirofilaria immitis em cées no sertédo
paraibano?

Ramon T. G. A. Rodrigues?, Higina M. Melo?, Lorena de C. Ramos?, Luiz H. de S.
Rodrigues?, Olivia M. M. Borges?, Edinete L. Pereira?, Arthur W. de L. Brasil® e Almir P. de
Souza?

3.1 ABSTRACT.- Rodrigues R.T.G.A., Melo H.M., Ramos L.C., Rodrigues L.H.S, Borges
O.M.M., Pereira E.L., Brasil A.L. & De Souza A.P. [Epidemiological aspects of Dirofilaria
immitis infection in dogs in the backwoods Paraiba region] Aspectos epidemioldgicos da
infecgdo por Dirofilaria immitis em cdes no sertdo paraibano. Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0):00-00. Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia e Saude Animal, Universidade Federal
de Campina Grande, Av. Universitaria s/n, Bairro Sta Cecilia, Patos, PB 58708-110, Brazil. E-
mail: ramon.tgar@hotmail.com

In order to identify the presence of D. immitis infection and to determine the main
epidemiological aspects associated with this parasitosis in the backlands of Paraiba, a study was
carried out comprising 120 blood samples collected from dogs native to the city, without a
history of travel to regions endemic to the disease, which were analyzed by modified Knott and
thick drop methods for microfilariae and by ELISA for the detection of parasitic antigens. In
addition, the environmental characteristics of the collection points were descriptively registered
and the epidemiological questionnaire was applied to those responsible for the animals included
in the study. Considering the results obtained, it was possible to determine the frequency of
4,17% of dogs positive for D. immitis in at least one of the diagnostic tests used, being these
animals located in the neighborhoods Jardim Magnolia, Noé Trajano, Alto da Tubiba and Novo
Horizonte, considered peripherals and low-income. In addition, it was found that the majority
of the positive animals were male, above six years of age, medium-sized, mongrel, living in
environments with little or no cleaning performance, domiciled or semi-domiciled and who
have not received worming, ivermectin or doxycycline during its entire life. Thus, it was
possible to determine that the infection by Dirofilaria immitis is present in an autochthonous
way in the backlands of Paraiba, despite the climatic conditions unfavorable to the vectors,
evidencing the need of awareness of the tutors for the use of prophylactic measures aimed at
the control of this zoonosis.

INDEX TERMS: parasitic disease, zoonosis, epidemiology, heartworm disease, dogs.

3.2 RESUMO.- Com o0 objetivo de identificar a presenca da infeccdo por D. immitis e
determinar os principais aspectos epidemiol6gicos associados a essa parasitose no sertdo
paraibano, foi realizado um estudo englobando 120 amostras sanguineas coletadas de caes
nativos da cidade, sem histérico de viagem a regiGes endémicas para a enfermidade, as quais
foram analisadas pelos métodos de Knott modificado e gota espessa, para pesquisa de
microfilarias, e por ELISA, para deteccdo de antigenos parasitarios. Além disso, foram
descritivamente registradas as caracteristicas ambientais dos pontos de coleta e aplicado
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questionario epidemiologico aos responsaveis pelos animais incluidos no estudo. Diante dos
resultados obtidos foi possivel determinar a frequéncia de 4,17% de cées positivos para D.
immitis em pelo menos um dos testes diagnosticos utilizados, sendo esses animais localizados
nos bairros Jardim Magndlia, Noé Trajano, Alto da Tubiba e Novo Horizonte, considerados
periféricos e de baixa renda. Além disso, verificou-se que a maioria dos animais positivos era
macho, acima de seis anos de idade, sem raca definida, de porte medio, que viviam em
ambientes com pouca ou nenhuma realizacdo de limpeza, criados de forma domiciliada ou
semi-domiciliada e que ndo receberam vermifugos, ivermectina ou doxiciclina ao longo da vida.
Assim, foi possivel determinar que a infeccdo por Dirofilaria immitis esta presente de forma
autoctone no sertdo paraibano, apesar das condicfes climaticas desfavoraveis aos vetores,
evidenciando a necessidade de conscientizacdo dos tutores para o emprego de medidas
profilaticas visando o controle dessa zoonose.

TERMOS DE INDEXACAO: parasitose, zoonose, epidemiologia, dirofilariose, caes.

3.3 INTRODUCAO

A dirofilariose é uma enfermidade causada pelo parasita Dirofilaria immitis, o qual
habita as artérias pulmonares e, ocasionalmente, o ventriculo direito de cdes e outros animais,
sendo transmitido pela picada de mosquitos hematdfagos de diversos géneros. Entre os
principais sinais clinicos descritos nas infec¢fes macicas estdo: tosse, dispneia, intolerancia ao
exercicio, ascite, anorexia e perda de peso. O diagnodstico da parasitose consiste,
principalmente, na utilizacdo da pesquisa de microfilarias por técnicas diretas e, ainda, deteccao
soroldgica de antigenos circulantes de vermes adultos (Borthakur et al. 2015).

Apesar de tratar-se de uma doenca cuja distribuicdo é cosmopolita, regides de clima
quente e imido de paises tropicais e subtropicais figuram como as areas de maior prevaléncia
da infeccdo por proporcionarem condigdes ambientais favordveis ao desenvolvimento dos
vetores (Larsson 2015). Diversos levantamentos epidemioldgicos ja foram realizados em todo
0 mundo evidenciando uma prevaléncia variavel entre paises e entre regides de um mesmo pais.

Com esses estudos constatou-se que a filariose por D. immitis é considerada endémica
nas Américas do Norte, Central e do Sul, além do Caribe, Africa, Japdo, Indonésia, Austrélia e
sul da Europa (Nelson 2015, Nguyen et al. 2016). Inameros estudos de prevaléncia utilizando
pesquisa de antigenos ja foram executados nos mais diversos paises do globo, sendo
encontrados, a titulo de exemplificacdo, valores de 27,3% em Portugal (Vieira et al. 2014),
18,2% na Tailandia (Boonyapakorn et al. 2008), 18,03% na india (Borthakur et al. 2015), 13%
nos Estados Unidos (Bowman et al. 2016), 7,5% no México, 4,8% na Colémbia, 4,3% no Peru
e 5,1% na Argentina (Labarthe & Guerrero 2005).

No Brasil a prevaléncia nacional foi de aproximadamente 10,2% de animais com

microfilaremia e de 9,1% positivados nos testes de pesquisa antigénica (Barbosa & Alves
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2006). Estudos regionais evidenciaram prevaléncias variaveis entre os estados e cidades
brasileiras, sendo observados 5,47% de caes positivos no estado do Parana (Reifur et al. 2004),
1,3% em Alagoas (Brito et al. 2001), 47,7% em Natal (Ferreira et al. 2004), 11,54% em Recife
(Ramos et al. 2016) e 0,33% em Jodo Pessoa (Vidal 2014). Na cidade de Patos, sertdo da
Paraiba, ha registro de apenas um estudo epidemioldgico sobre a dirofilariose (Arcoverde et al.
1994), no qual foram utilizadas somente técnicas parasitoldgicas para estimagdo da prevaléncia
da doenca.

Nesse contexto, tendo em vista a importancia da doenca na satde publica associada a
auséncia de investigacdes sorologicas e dos fatores de risco numa regido com crescente nimero
de notificagdes interpessoais de casos por profissionais clinicos, objetivou-se com este estudo,
a determinacdo da frequéncia de animais positivos e dos aspectos epidemioldgicos da infeccédo

por D. immitis na cidade de Patos-PB.

3.4 MATERIAL E METODOS

Local do estudo. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina Grande
(CSTR/UFCG), sob o protocolo CEP 043-2017. O estudo foi conduzido na zona urbana e no
Hospital Veterinario Universitario (HVU) Prof. Dr. Ivon Macédo Tabosa, UFCG, no municipio
de Patos, Sertdo paraibano, com latitude: -07° 01' 28" sul; longitude: 37° 16" 48" oeste;
temperatura média: 30°C; e umidade relativa 69% (EMATER) e climatipo Aw (tropical quente
e Umido), de acordo com classificacdo de Koppen e Gieser (Peel et al. 2007). Os locais de
obtencdo das amostras foram definidos por conveniéncia e incluiram os bairros Monte Castelo,
Maternidade, Noé Trajano, Jardim Magndlia, Alto da Tubiba, Novo Horizonte, Jatoba, Nova
Conquista e Jardim Guanabara.

Atividades de campo. Foram realizadas coletas de sangue em residéncias selecionadas
aleatoriamente nos referidos bairros entre os meses de janeiro e setembro de 2018 de um total
de 120 cdes domiciliados ou semi-domiciliados, sem pré-requisitos quanto a idade, peso, sexo
ou raca, com autorizacdo dos seus tutores, por meio da assinatura de termo de consentimento
exclusivo para essa finalidade. Para certificacdo da presenca de casos autoctones foram
coletadas amostras sanguineas de cdes que nasceram e foram criados na regido, sem historico
de viagens para regides litoraneas (cées nativos).

De cada animal foram coletados, em média, 5 mL de sangue em tubos a vacuo. As

amostras sanguineas foram obtidas por venopuncgdo cefélica ou jugular, sendo 2,5 mL
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acondicionados em tubos com EDTA (etileno-diamino-tetracetato) e 2,5 mL em tubos sem
anticoagulante, sendo esta Ultima amostra centrifugada para obtencéo de soro.

Diagnostico. O diagndstico foi estabelecido por evidéncia do antigeno do parasita
adulto utilizando-se testes rapidos imunocromatograficos (Alere® Dirofilariose Ag Test Kit)
seguindo as instrucdes do fabricante e pela presencga de microfilarias de D. immitis no teste de
Knott modificado e no exame de gota espessa (Newton & Wright 1956). As amostras foram
processadas e submetidas aos testes diagnosticos nas 24 horas subsequentes as coletas.

Variaveis epidemioldgicas. Em cada residéncia na qual um céo foi incluido no estudo,
as caracteristicas ambientais foram descritivamente registradas e os tutores foram entrevistados,
sendo os dados documentados em questionarios epidemioldgicos a fim de se verificar uma
possivel associacdo entre essas variaveis questionadas e a positividade dos animais nos testes
aplicados. As variaveis exploradas foram: tipo de criacdo (domiciliar; semi-domiciliar; solto),
contato com outros animais (sim; ndo), tipo de piso (terra; cimento), limpeza do ambiente (sim;
néo), vacinacao (sim; ndo), vermifugacgéo (sim; ndo), presenca de carrapatos (sim; néo), uso de
ivermectina (sim; ndo), uso de doxiciclina (sim; ndo), presenca de mosquitos (sim; nao) e
conhecimento sobre a doenca (sim; ndo). Os dados relativos a identificacdo do animal (raca,
sexo, idade, porte) foram analisados de forma descritiva.

Andlise estatistica. A analise estatistica foi realizada com base na associagdo entre as
variaveis independentes (variaveis epidemioldgicas) e aquelas dependentes (resultados da
imunocromatografia e testes de Knott modificado e da gota espessa). Calculou-se como medida
de associacdo o teste exato de Fischer com intervalo de confianca de 95% (Thursfield 2007).
Em seguida, as variaveis selecionadas foram submetidas a uma anéalise de correlacédo a fim de
se verificar uma possivel colinearidade entre si. As que apresentassem coeficiente de correlacao
p > 0,9 eram excluidas do modelo de acordo com a plausibilidade biologica. A analise de
fatores de risco foi efetuada em duas etapas: analise univariada e analise multivariada. Na
analise univariada, as variaveis que apresentaram um valor de p <0,2 pelo teste exato de Fisher,
quando indicado, foram selecionadas para a analise multivariada, utilizando-se a regressdo
logistica multipla, com nivel de significancia de 5% (Hosmer & Lemeshow 2000). Todas as

analises foram efetuadas com o programa SPSS 23.0 for Windows.

3.5 RESULTADOS
De um total de 120 amostras analisadas foram obtidos cinco resultados positivos em
pelo menos uma das modalidades diagnoésticas adotadas, correspondendo a uma frequéncia de

4,17% de caninos infectados por D. immitis. Todos esses animais foram positivos nos testes de
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Knott e da gota espessa, entretanto, um animal (0,83%) ndo foi reagente no teste de antigeno.
Os bairros com animais positivos foram: Jardim Magnolia, com dois casos; além de Noé

Trajano, Alto da Tubiba e Novo Horizonte, cada um possuindo um caso positivo (Fig. 1).

JARDIM MAGNOLIA

Ny} {230

NOE TRAJANO

NOVO HORIZONTE (230

ALTO DA TUBIBA

Fig. 1. Mapa do municipio de Patos-PB destacando os bairros que apresentaram cées
positivos para Dirofilaria immitis. Fonte: Google Maps (2019).

Todos os locais com animais positivos compartilhavam caracteristicas em comum, tais
como inadequado saneamento basico, presenca de vegetacdo abundante no entorno, acumulo
de lixo doméstico, precéaria estrutura fisica das residéncias e reservatorios com acimulo de agua

ndo tratada (Fig. 2).
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e »
Fig. 2. Locais onde foram encontrados cdes com resultado positivo para Dirofilaria immitis no
municipio de Patos-PB, apresentando mas condicfes de saneamento basico, acumulo de residuos
domésticos e reservatorios com agua nao tratada.

Com relacéo a idade dos animais parasitados, houve variacdo de 2,5 a 9 anos, com média
de 5,7 anos, todavia, 60% deles situavam-se na faixa etaria superior a 6 anos. J& no tocante ao
sexo, a grande maioria (80%) dos infectados era macho, enquanto somente um animal pertencia
a0 sexo oposto.

A maior parte dos cdes positivos (80%) ndo apresentava um padréo racial definido e
possuia porte médio, enquanto 20% eram de porte grande, ndo havendo, portanto, animais de
pequeno porte positivados nos testes diagndsticos utilizados.

Na anélise univariada, as variaveis mais associadas a positividade para Dirofilaria
immitis em cdes foram: limpeza do ambiente, tipo de criagdo, idade do animal, vermifugacéo,
uso de ivermectina e uso de doxiciclina (Quadro 1). Entretanto, na analise multivariada,
nenhuma das varidveis analisadas configurou-se como fator de risco pela regressao logistica

maultipla.
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Quadro 1. Resultados da analise univariada dos possiveis fatores de risco associados a infec¢éo por

Dirofilaria immitis em cées no municipio de Patos-PB para variaveis com p<0,20.

Total de positivos

Variaveis Categorias Total de animais n (%) p

Limpeza do ambiente  Néo 33 3(9,1) 0,127
Sim 87 2(2,3)

Tipo de criacdo Domiciliar 87 2(2,3)
Semi-domiciliar 17 2(11,8) 0,183
Solto 16 1(6,3)

Vermifugacdo Néo 49 4(8,2) 0,157
Sim 71 1(1,4)

Uso de doxiciclina Nao 115 4 (3,9) 0,195
Sim 5 1 (20)

Uso de ivermectina Nao 45 4 (8,9) 0,065
Sim 75 1(1,3)

3.6 DISCUSSAO

A constatacdo de cdes nativos positivos para Dirofilaria immitis na cidade de Patos-PB,
cujas condicdes climaticas sdo consideradas adversas a ocorréncia da infeccdo, revela um novo
status de expansdo territorial da parasitose para areas ndo endémicas. Vieira et al. (2014) e
Colwell et al. (2011) justificam que alguns fatores estéo contribuindo para essa nova realidade,
tais como o aquecimento global, mudancas na sazonalidade dos vetores, aumento da circulacéo
de animais entre os paises e capacidade de adaptacdo dos vetores a diferentes condicdes
ambientais.

A frequéncia obtida nesta pesquisa aproximou-se dos 5,47% encontrados no estado do
Parana (Reifur et al. 2004), mas foi inferior aos 10,2% de prevaléncia nacional (Barbosa &
Alves 2006), assim como aos 47,7%, 20%, 15%, 12,8% e 11,54% encontrados em Natal
(Ferreira et al. 2004), Salvador (Labarthe et al. 2014), Sao Luis (Ahid et al. 1999), Porto Velho
(Ogawa et al. 2013) e Recife (Ramos et al. 2016), respectivamente. Entretanto, esse percentual
pode ser considerado bastante relevante, tendo em vista que em areas litoraneas e endémicas do
Nordeste sdo documentadas taxas de ocorréncia inferiores, como em Jodo Pessoa com 0,33%
(Vidal 2014), Alagoas com 1,3% (Brito et al. 2001) e Sergipe com 1,6% (Silva et al. 2017),
demonstrando a importancia de se realizar estudos investigativos relacionados a patologia na
regido estudada.

Em um Unico registro relativo a determinagéo da prevaléncia de dirofilariose em Patos-
PB, foram encontrados 12,4% de animais positivos. Entretanto, apenas a técnica parasitologica

de Knott foi empregada na metodologia (Arcoverde et al. 1994), ndo havendo pesquisa de
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antigenemia do parasito no sertdo paraibano previamente ao presente estudo. A reducdo da
frequéncia de animais positivos na cidade pode ter decorrido do largo emprego de
quimioprofilaxia com lactonas macrociclicas e do uso extensivo de tetraciclinas para tratamento
de erliquiose (Labarthe & Guerrero 2005), como constatado na andlise estatistica univariada
que associou 0 uso desses farmacos a menor taxa de infeccdo por D. immitis devido as suas
acOes comprovadas contra as formas adultas e larvais de Dirofilaria.

A amostra que apresentou positividade no teste de Knott, mas néo foi reagente no teste
de antigeno, foi considerada para a frequéncia de casos positivos nesta pesquisa pelas
caracteristicas morfologicas das microfiléarias detectadas serem compativeis com a espécie D.
immitis, seguindo critérios de diferenciacdo de Nelson (2015). Casos de animais
microfilarémicos que apresentam negatividade na pesquisa de antigeno sdo frequentes e foram
relatados por Tarello (2001), Vezzani et al. (2008) e Alho et al. (2014). Essa situacdo pode
ocorrer devido a alguns fatores, tais como a formacdo de complexos antigeno-anticorpo que
podem impedir a deteccdo do antigeno (Little et al. 2014), a presenca de baixa carga de parasitas
fémeas adultas (que séo a fonte do antigeno detectado nos testes) (Alho et al. 2014), ou a
persisténcia das microfilarias apds a morte natural ou farmacologica dos vermes adultos
(Vezzani et al. 2008).

Os ambientes nos quais foram detectados animais positivos podem ter desempenhado
papel fundamental na epidemiologia da doenga, uma vez que os bairros, em sua maioria,
apresentavam baixo status socioecondmico e havia areas com vegetacdo abundante, acumulo
de residuos organicos, precario saneamento basico e reservatérios represando agua ndo tratada,
favorecendo o desenvolvimento dos vetores. De acordo com Brown et al. (2012), muitos fatores
ambientais podem influenciar na transmissdo da dirofilariose, incluindo precipitagdo
pluviométrica, umidade relativa do ar, indices de vegetacao, densidade populacional humana e
animal e status socioecondmico.

No que se refere a idade dos animais positivos, a média de 5,7 anos obtida nesta pesquisa
foi semelhante a encontrada por Alho et al. (2014) e Vieira et al. (2014). De acordo com Larsson
(2015) a dirofilariose pode afetar cdes de todas as idades, entretanto, a faixa etaria de 3 a 5 anos
€ mais comumente acometida. Apesar de a idade dos cdes ndo ter sido estatisticamente
associada a infeccdo, animais mais jovens foram menos acometidos, assim como em trabalhos
de Kamyingkird et al. (2017) e Boonyapakorn et al. (2008), os quais justificam que quanto
maior a idade maior o tempo de exposi¢do a picada dos vetores ao longo da vida.

Com relagdo ao sexo, quatro (80%) dos cinco caninos infectados eram machos, mas,

enquanto alguns autores afirmam ndo haver diferenga na prevaléncia entre machos e fémeas
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(Vieira et al. 2007, Furtado et al. 2009), outros sugerem que nos machos a doenca é mais
prevalente por se tratarem de animais mais comumente destinados a funcdo de cées de guarda,
estando mais suscetiveis ao repasto sanguineo dos vetores por viverem ao ar livre (Vezzani et
al. 2011, Traversa et al. 2010).

O fato de a grande maioria (80%) dos animais positivos ndo apresentar padrdo racial
definido pode explicar o porqué de a maior parte (80%) deles também ser de médio porte, uma
vez que ha uma maior populacéo de cdes SRD (que normalmente sdo de porte medio) na regido
estudada, divergindo das descri¢des literarias de que a maior parte dos caninos parasitados € de
porte grande, uma vez que estes sdo geralmente criados no exterior do domicilio, estando,
portanto, mais expostos a picada dos mosquitos transmissores (Araujo et al. 2003, Vezzani et
al. 2011, Larsson 2015). Além disso, supde-se que a maior superficie corporal desses individuos
predispde a um maior numero de picadas (Traversa et al. 2010).

Nesta pesquisa, todos os cdes eram assintomaticos para dirofilariose e nenhuma das
variaveis epidemiolégicas analisadas por meio da regressdo logistica multipla foi reconhecida
como fator de risco para a ocorréncia de infeccdo por D. immitis. Igual situacdo foi descrita por
Traversa et al. (2010), e pode ser explicada pela pequena quantidade de animais positivos
encontrados. Em contrapartida, Vieira et al. (2014) identificaram os seguintes fatores de risco:
cées com idades entre 4 e 9 anos, que vivem em ambiente rural e que vivem ao ar livre.

Apesar de as varidveis destacadas na analise univariada ndo terem se confirmado como
fatores de risco, vale salientar a sua plausibilidade bioldgica para explicar a ocorréncia da
infeccdo parasitaria estudada, tendo em vista que a auséncia de limpeza do ambiente, o tipo de
criacdo extradomiciliar e a idade do animal acima de 6 anos tendem a favorecer o
desenvolvimento e a picada dos vetores, respectivamente. Além disso, a vermifugacdo, 0 uso
de ivermectina e de doxiciclina sdo sabidamente fatores que influenciam na concentracédo de
parasitos na corrente sanguinea, pelos seus efeitos antiparasitarios (ivermectina) e
antibacterianos (doxiciclina) contra bactérias do género Wolbachia, albergadas pelos parasitas,
sendo responsaveis pela sua reproducéo e sobrevivéncia (Simén et al. 2012).

3.7 CONCLUSOES
Com os resultados dessa pesquisa foi possivel determinar que a infecgdo por Dirofilaria
immitis esta presente de forma autoctone no sertdo paraibano, apesar das condigdes climaticas
desfavoraveis aos vetores, e que ela € mais prevalente em animais acima de 6 anos de idade,

gue ndo recebem vermifugos, doxiciclina e ivermectina, e cujos ambientes ndo sdo
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constantemente higienizados, evidenciando a necessidade de conscientizagdo dos tutores para
0 emprego de medidas profilaticas visando o controle dessa zoonose.
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4 CAPITULO I

Presenca de Leishmania sp. e Dirofilaria immitis em Tumor Venéreo Transmissivel

Canino cutaneo — Relato de caso
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4.1 ABSTRACT

Background: Canine Transmissible Venereal Tumor (CTVT) is a neoplasm transmitted by
implantation of its cells into genital and extragenital organs, while Heartworm and Visceral
Leishmaniasis are zoonosis transmitted by hematophagous insects that are often
underdiagnosed in asymptomatic animals. Coinfection by the agents of these parasitosis is well
documented, however, the association of both diseases with the CTVT is still unusual. Thus, it
was aimed to report a case of incidental identification of microfilariae of D. immitis and
amastigotes forms of Leishmania sp. in cutaneous CTVT by cytology in an asymptomatic dog
for the parasitosis.

Case: A six-year-old, male, mongrel, sexually intact dog from the city of Patos-PB was
presented with a cutaneous tumor circumscribed lesion in a region adjacent to the right
olecranon, with an ulcerated surface of reddish color, having areas of necrosis inside and larvae
(myiasis), draining bloody secretion. The material was collected for cytological analysis, which
proved to be Canine Transmissible Venereal Tumor (CTVT) with the presence of amastigote
forms of Leishmania sp. and microfilariae of D. immitis among neoplastic cells. Blood count,
serum urea, creatinine and albumin, ALT, AST, FA, CK, Na*, K, Ca**, CK-MB, cTnl, Snap
4Dx Plus (ldexx®), Snap Leishmania (Idexx®), and Knott's test were performed, plus chest
radiography, blood pressure measurements and electrocardiogram (ECG). The alterations found
corresponded to normochromic normocytic anemia, thrombocytopenia, hypoalbuminemia,

microfilariae in the Knott test, increase of CK, CK-MB and cTnl, positivity for Erlichia sp.,
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Anaplasma sp., Leishmania sp. and Dirofilaria immitis. Furthermore cardiomegaly on
radiographs and sinus arrhythmia associated with atrioventricular block (AVB) of the first
degree on the ECG. Euthanasia was performed after necropsy, in which adult worms were
observed in the right heart chambers.

Discussion: The coexistence of neoplastic diseases and infectious microorganisms is often
detected only incidentally in asymptomatic animals, and complementary tests are important
tools to support clinical suspicions, as was observed in the present case. The fact that the animal
is not neutered, be in full sexual activity and have unrestricted life habit, favored his
involvement by CTVT due to greater contact with other whole canines. Coinfection by
Dirofilaria sp. and Leishmania sp., identified in this case, has already been confirmed in several
countries, suggesting the presence of distinct vectors in the same geographical area and the
imminent exposure of humans to these agents. Despite the studies evidencing the systemic
infection by the two parasites, there are no reports of mutual parasitism by the pathogens
mentioned in canine neoplasias, especially in the cutaneous extragenital form of the CTVT,
making the present case uncommon. The cytological examination was fundamental not only to
show that the cutaneous lesion was a CTVT, but also to have evidenced the parasites
Leishmania sp. and Dirofilaria immitis, whose infections remained hidden. The changes present
in hematology are commonly present in the diseases diagnosed in this case, and elevation of
CK, CK-MB and cTnl denote damage to cardiomyocytes due to the action of both parasites.
Cardiomegaly on radiographs and 1st degree AVB on the ECG also correspond to secondary
changes in the presence of worms in the animal's cardiovascular system. Thus, the presence of
a dog autochthonously infected by parasites with a zoonotic potential reveals the susceptibility
of other animals and humans in the region to infections.

Keywords: parasitic disease, citology, cardiology, dogs.

4.2 INTRODUCAO

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTc) é uma neoplasia contagiosa
transmitida por implantacdo das células neoplésicas nos Orgdos genitais e, mMenos
frequentemente, em sitios extragenitais durante o coito ou por meio do ato de lamber, cocar,
morder ou cheirar areas afetadas pelo tumor [16].

A dirofilariose canina, também conhecida como “doenca do verme do coragdo”

caracteriza-se por ser uma parasitose causada pelo nematddeo Dirofilaria immitis, cuja
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transmissao se da por meio de mosquitos hematdfagos e tem o cdo como hospedeiro definitivo
[25,37].

Outra importante doenca parasitaria refere-se a leishmaniose visceral canina, causada
pelo protozoario Leishmania infantum e transmitida pelos dipteros Lutzomya longipalpis e
Lutzomya cruzi, conhecidos como flebotomineos [20].

Essas doencgas costumam ser subdiagnosticadas em algumas regides pelo fato de que
muitos animais portadores da infecgdo ndo exibem sinais clinicos ou alteracfes nos parametros
laboratoriais. Entretanto, alguns individuos eventualmente desenvolvem doenca clinica, a qual
pode envolver até quadros sistémicos mais graves [12,38].

A deteccdo de formas amastigotas de Leishmania sp. € frequentemente reportada nos
mais diversos tecidos caninos, incluindo em amostras de TVTc genital [9,22], ocular [29],
cutaneo [2] e disseminado por todo o corpo [42].

Casos de identificacdo de Dirofilaria sp. e seus estagios larvais em locais atipicos, como
olhos [21], cérebro, testiculos [17], pulmao [26] e tecido subcutaneo [13,40] sdo documentados
em animais e seres humanos. Além disso, existem descri¢cbes em cdes da migracédo erratica das
filarias imaturas em neoplasias como tricoblastoma, mastocitoma [15], fibrolipoma [14] e
tumores mamarios [7], sendo que ainda ndo foi documentada a deteccdo de microfilarias em
apresentacdo tegumentar do TVTc.

Assim, objetivou-se com este estudo relatar um caso de identificagéo incidental de
microfilarias de D. immitis e formas amastigotas de Leishmania sp. em TVTc cutaneo por meio

de citologia em cdo assintomatico para as parasitoses.

4.3 RELATO DE CASO

Um canino, macho, sem raca definida, sexualmente integro, com aproximadamente seis
anos de idade, pesando 21 kg, oriundo das ruas adjacentes ao abatedouro publico do municipio
de Patos-PB, foi resgatado e encaminhado para atendimento no Centro Médico Veterinario Dr.
Leonardo Térres, situado na mesma cidade. O animal era alimentado por populares da area
desde jovem, ndo havendo historico de deslocamento para outras regides. A queixa principal
correspondia a um aumento de volume na regido de cotovelo direito com presenca de miiase e
drenando secrecdo sanguinolenta, cujo periodo de evolucdo correspondia a duas semanas.
Ainda, foi relatado que a lesdo havia sido tratada com pomadas antibidticas sem sucesso.

O animal foi submetido a criteriosa avaliag&o clinica geral, revelando ao exame fisico

um cdo ativo, em estacdo, estado nutricional ideal, mucosas hipocoradas e hipertrofia de
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linfonodos cervicais superficiais. Verificou-se normalidade nos parédmetros fisioldgicos,
entretanto, havia uma lesdo tumoral cuténea circunscrita (6cm x 7cm X 9cm) em regido
adjacente ao olécrano direito aderida a planos profundos, com superficie ulcerada de coloracéo
avermelhada, bordas regulares, possuindo areas de necrose em seu interior e larvas (miiase),
drenando secregdo sanguinolenta (Figura 1). Para melhor avaliar a origem deste tumor,
procedeu-se a coleta de material para andlise citoldgica. Para tanto, realizou-se puncao
aspirativa com agulha fina (PAAF) e capilaridade de trés pontos distintos da lesdo, livrando a
regido ulcerada, conforme descrito para a técnica citolégica em alteracbes com esta
configuracdo [35]. Em seguida, foram realizadas a retirada das larvas e a limpeza da lesdo com
clorexidina 2% e solugéo fisiologica (NaCl 0,9%).

Figura 1 - Tumor ulcerado drenando secrecdo sanguinolenta em céo
acometido por TVTc. A) Vista geral da lesdo em regido adjacente ao
olécrano direito. B) Imagem aproximada da leséo evidenciando focos de
necrose e larvas de mosca. Fonte: Olivia M. M. Borges (2018).

No exame citolégico observou-se uma intensa celularidade, imersa em fundo de lamina
amorfo e basofilico contendo inimeras hemécias. O contetdo celular caracterizou-se por
células redondas, apresentando citoplasma amplo e vacuolar, ndcleo, em sua maioria
excéntrico, com cromatina grosseira e discretamente rendilhada, e nucléolos evidentes e por
vezes maltiplos. Em meio ao conteddo celular foram observadas formas amastigotas de
Leishmania sp. (Figura 2A), bem como microfilérias (Figura 2B e C). Estes achados citolégicos
foram compativeis com Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTc) subtipo plasmocitoide

associado a presenca de agentes infecciosos (Leishmania sp. e Microfilarias).
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Figura 2 — Achados citologicos de TVTc subtipo plasmocitoide em um cdo com tumor em
regido de olécrano direito. A) Forma amastigota de Leishmania sp. (seta preta) livre em meio a
células de aspecto arredondado, com citoplasma amplo, raramente vacuolizado e pouco distinto,
nlcleo centralizado a excéntrico, com cromatina frouxa e discretamente rendilhada, e nucléolos
maultiplos e evidentes. B e C) Microfilarias dispostas em meio a intensa quantidade de células
neoplasicas de aspecto plasmocitoide compativel com TVTc. Fonte: Olivia M. M. Borges
(2018).

A luz dos achados citoldgicos coletou-se amostra sanguinea para realizacdo de
hemograma, dosagem sérica de ureia, creatinina, aloumina, ALT, AST, FA, CK, Na*, K*, Ca™,
CK-MB, cTnl, Snap 4Dx Plus (ldexx®), Snap Leishmania (Idexx®) e teste de Knott. Além
disso, foram realizadas radiografias toracicas simples nas projecdes latero-lateral e ventro-
dorsal; aferi¢do da pressao arterial (PA) sistolica (PAS), média (PAM) e diastolica (PAD) pelo
método oscilométrico (DeltaMap®); e eletrocardiografia com eletrocardidgrafo DL660
(DeltaL ife®) objetivando-se o estadiamento do comprometimento do sistema cardiovascular do
paciente.

O hemograma exibiu anemia normocitica normocrémica e trombocitopenia (119
mil/uL), associadas a presenca de microfilarias identificadas na pesquisa parasitoldgica de
Knott. Adicionalmente, alteracfes na bioquimica sérica foram observadas nos valores de
albumina: 1,75¢/dL (2,6 — 3,3g/dL); CK: 52,7 U/L (1,15 — 28,4 U/L); CK-MB: 127 U/L (11 -
38,8 U/L); e cTnl: 0,12ng/mL (0 - 0,07ng/mL), as demais variaveis laboratoriais encontravam-
se dentro do intervalo de referéncia para a espécie. Os testes rapidos Snap 4Dx Plus e Snap
Leishmania resultaram positividade para Anaplasma sp., Erlichia sp., Dirofilaria immitis e
Leishmania sp.

As radiografias toracicas exibiram campos pulmonares com radiopacidade aumentada e
evidenciacdo do padrdo bronquial associado a remodelamento difuso da silhueta cardiaca com

apresentacdo arredondada e em maior contato com o esterno (Figura 3). Os valores de PAS,
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PAM e PAD foram respectivamente 161mmHg, 110mmHg e 82mmHg. J& o0 exame
eletrocardiografico demonstrou arritmia sinusal respiratdria e bloqueio atrioventricular de 1°

grau.

Figura 3 — Radiografia toracica de cdo com dirofilariose, diagnosticada apds achado
incidental de microfilarias em neoplasia cutanea, exibindo cardiomegalia e aumento da
radiopacidade pulmonar. A) Projecdo ventro-dorsal. B) Projecdo latero-lateral. Fonte:
Centro Médico Veterinario Dr. Leonardo Térres (2018).

Apds o estabelecimento do diagnostico das doencas e tendo em vista a impossibilidade
do tratamento da leishmaniose, por se tratar de um animal de rua, a tutora optou pela realizagéo
de eutanasia, a qual foi procedida seguindo os principios bioéticos e de bem-estar animal
preconizados pela legislacdo vigente. A necropsia foi realizada imediatamente ap6s a eutanasia,
durante a qual foi observada a presenca de vermes adultos no ventriculo direito (Figura 4). Os

demais 6rgdos ndo apresentaram alteracGes dignas de nota.

Figura 4 — Coracdo de cdo com dirofilariose,
diagnosticada apds achado incidental de microfilarias em
neoplasia cutnea. A) Presenca de vermes adultos em
camaras cardiacas direitas. B) Visualizacdo dos vermes em
maior destaque. Fonte: Olivia M. M. Borges (2018).



© 00 N oo o b~ W DN B

W W W W W N RN NNDMDNDRNDNDRNDNIDRNERER P PR R P P R R, e
BE WO N P O © 0 N o 00 B WONPFP O © 0 N o 0l b W N B O

35

4.4 DISCUSSAO

A apresentacao concomitante de moléstias neoplasicas e micro-organismos infecciosos
ja é conhecida [4,19], sendo muitas vezes discutida a possibilidade de um predispor o
desenvolvimento do outro. A coexisténcia das duas entidades morbidas frequentemente s6 é
detectada de maneira incidental, essencialmente naqueles animais assintomaticos. Portanto, 0s
exames complementares figuram como importantes ferramentas de suporte as suspeitas
clinicas, como foi observado no presente caso.

O fato de o animal em discussdo ndo ser castrado, estar em plena atividade sexual e
possuir habito de vida irrestrito, favoreceu o seu acometimento pelo TVTc, pois descreve-se
gue 80% dos cdes com a neoplasia situam-se na faixa etaria de 2 a 8 anos, periodo de maior
desempenho sexual dessa espécie [16], e o livre acesso ao meio extradomiciliar permite maior
contato com outros caninos inteiros, aumentando-se potencialmente o risco de transmisséo [39].

A érea em que o animal vivia pode ter contribuido para a infec¢do pelos parasitas
Dirofilaria immitis e Leishmania sp., tendo em vista que o bairro é considerado de baixa renda
com condicBes higiénico-sanitarias precérias, somando-se o fato de haver um abatedouro
publico apresentando intenso fluxo de animais e constante drenagem de residuos biolégicos ao
ar livre. Essas circunstancias séo classificadas como fatores de risco e corroboradas em estudo
[1], no qual os autores observaram maiores taxas de leishmaniose visceral em regiGes com
condicdes inadequadas de saneamento basico, favorecendo o ciclo bioloégico dos vetores.

A coinfeccdo por Dirofilaria sp. e Leishmania sp., identificada no animal em discussao,
jatem sido estudada e confirmada em diversos paises, como Grécia, com prevaléncia de 0,16%
[33]; Espanha, com 24,6% [41]; e Portugal com 1,1% de frequéncia reportada [8]. Estes achados
sugerem a presenca de vetores distintos em uma mesma area geografica e sao alarmantes do
ponto de vista de salde publica, considerando a iminente exposi¢do de seres humanos aos
referidos agentes, principalmente no semiérido paraibano, o qual, até entdo, ndo é fonte
epidemioldgica para a dirofilariose.

Apesar dos estudos evidenciarem a infec¢do sistémica pelos dois parasitas, nao existem
relatos de parasitismo mutuo pelos patégenos citados em neoplasias cutdneas em cdes,
especialmente na forma extragenital cutanea do TVTc, havendo descrigdes nesta malignidade
neoplasica somente da deteccdo de formas amastigotas de Leishmania sp. [2,11,22]. Ademais,
trabalhos relatando microfilarias parasitando lesdes neoplasicas em animais sdo escassos,
sabendo-se da existéncia dessa comprovacao em tricoblastoma, mastocitoma, fibrolipoma [14]

e tumores mamarios [7], com auséncia da associacdo com o TVTc.
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A infeccdo do hospedeiro do presente relato por Dirofilaria immitis provavelmente
ocorreu antes do surgimento do TVTc, tendo em vista que havia vermes adultos nas camaras
cardiacas associados a microfilaremia e o seu ciclo completo ter duracdo de 6 a 9 meses [38],
enquanto as lesdes neoplasicas haviam surgido 2 semanas previamente ao atendimento.
Portanto, a presenca de microfilarias no exame citolégico pode ter ocorrido por sua migracao
circulatoria erratica através do tumor ou pelo fato de o TVTc ser uma neoplasia extremamente
friavel e hemorrégica [16], favorecendo a deposicao das formas parasitarias imaturas no tecido
neoplasico.

Ja ainfeccdo por Leishmania sp. pode ter se dado tanto antes (pela simples presenca dos
vetores na area de convivéncia do cdo), como apds o aparecimento das lesdes cutaneas do
TVTc, considerando que a secrecdo sanguinolenta da neoplasia possa, hipoteticamente, ter
atraido os flebotomineos e estes terem inoculado as formas infectantes do parasita, sofrendo,
em seguida, transformacdo para formas amastigotas evidenciadas na citologia [37].

Os sinais clinicos exibidos por animais acometidos por dirofilariose incluem mais
frequentemente emagrecimento, intolerancia ao exercicio, tosse, letargia, dispneia, sincope e
distensdo abdominal [24], porém, nenhuma dessas manifestacdes clinicas foi evidente no
canino em discussao, 0 que postergou o diagndstico. Todavia, € comum que muitos animais
infectados permanecam longos periodos assintomaticos devido a capacidade do parasita de
modular o sistema imunoldgico do hospedeiro [27]. Soma-se a isso a possibilidade de a
imunossupressao vigente na leishmaniose [20] ter atenuado a resposta imune contra oS
filarideos. Além disso, o surgimento e a severidade dos sinais clinicos dependem do tempo de
infeccdo, da quantidade de filarias e da resposta individual do hospedeiro ao parasita [6,38].

O exame citolégico realizado no canino relatado foi de fundamental importancia néo
apenas para se evidenciar que a lesdo cutanea exibida tratava-se de um TVTc, mas também por
ter evidenciado os parasitas Leishmania sp. e Dirofilaria immitis. A literatura corrobora a
importancia da citologia por PAAF na deteccdo de agentes em lesdes diversas sem suspeita
clinica das enfermidades por eles causadas [23,31,34,36]. Nesse contexto, pesquisadores [40]
igualmente encontraram, de forma incidental, microfilarias de D. immitis em andlise citologica
de um aumento de volume na regido do antebraco de um cdo sem qualquer sintomatologia
relacionada a parasitose, enfatizando a importancia de sempre utilizar esta ferramenta
diagndstica na rotina clinica de animais com lesdes tumorais.

No que se refere aos resultados dos demais exames complementares a anemia e a
trombocitopenia, observadas na hematologia deste caso, estdo comumente presentes nas

doencas diagnosticadas, assim como ocorreu em um estudo [29] no qual um cdo com TVTc
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ocular também apresentou reatividade para Dirofilaria immitis, Anaplasma sp. e Erlichia sp.
nos testes sorolégicos. Ademais, em relato de um céo coinfectado por D. immitis e D. repens
[30], também foram encontradas anemia, trombocitopenia e hipoalbuminemia entre os dados
laboratoriais analisados. A literatura ainda menciona a presenca de elevada atividade sérica das
enzimas hepéticas, azotemia e hiperbilirrubinemia [5,32], divergindo do presente caso.

Os valores de CK (52,7 U/L) e CK-MB (127 U/L) estavam acima do limite de referéncia
para cées e foram semelhantes aos encontrados em caninos cardiopatas sintomaticos [3] com
média de 60,36 U/L para CK e de 187,46 U/L para CK-MB. Adicionalmente, constatou-se
também, no animal em discussao, elevacdo nos valores de Troponina | (cTnl) conforme obtido
em cdes com dirofilariose [10], evidenciando, junto ao aumento de CK e CK-MB, dano cardiaco
nesses individuos, essencialmente quando ha microfilaremia. Entretanto, é valido salientar que
a infeccdo por Leishmania sp. pode ter contribuido para a elevagcdo da cTnl uma vez que a
associagao entre esta alteragdo e a leishmaniose ja foi comprovada [28].

As alteragbes no padrdo pulmonar e nas dimensdes cardiacas observadas nas
radiografias toracicas foram concordantes com um estudo [43], no qual também foram
encontrados outros achados compativeis com dirofilariose, representados pelo alargamento das
artérias dos lobos pulmonares, tornando-as de aspecto tortuoso, e dilatacdo da artéria pulmonar
principal.

J& os achados eletrocardiograficos de arritmia sinusal respiratéria e bloqueio
atrioventricular (BAV) de 1° grau observados no presente caso foram igualmente constatados
em um cdo microfilarémico, porém com diversos disturbios eletroliticos [32]. A arritmia sinusal
ndo é considerada patoldgica na espécie canina e decorre da interferéncia no tbnus vagal durante
o ciclo inspiragdo-expiragéo, enquanto o BAV de 1° grau pode surgir como consequéncia de
fibrose do nodo AV, impulso vagal, desequilibrio eletrolitico ou uso de drogas cardioativas
[18].

As formas adultas do nematddeo observadas no coracdo direito do animal durante a
necropsia normalmente ocorre quando hd uma alta carga parasitaria fazendo com que os vermes
se alojem além dos limites anatbmicos das artérias pulmonares, podendo causar obstrucédo
mecanica do fluxo sanguineo e o desencadeamento da sindrome da veia cava, forma mais grave
da doenga [24,32]. Contudo, o cdo em discussdao ndo exibia sinais compativeis com essa
sindrome, fazendo com que a hipotese mais provavel desse achado se sustente no fato de que
em cées necropsiados a presenca de vermes adultos nas cavidades cardiacas seja mais usual

pela reducdo da pressdo secundaria a auséncia de fluxo sanguineo nas artérias pulmonares [6].



© 00 N oo o b~ W N e

W W W W W N RN NDNDMDNDDNDDNDRNDNDNNIDRNERER P P P P P R R, e
BE WO N P O © 0 N o 00 b WO N P O © 0 N O 0ol b W N B O

38

A eutanasia foi requerida por se tratar de um animal errante, ndo havendo
disponibilidade de condi¢cBes adequadas para o tratamento das entidades morbidas que o
acometiam e, somado a isso, o fato de ele estar coinfectado por agentes zoonéticos.

A presenca de um cdo duplamente infectado de forma autdctone por parasitas de
potencial zoondtico alerta para a presenca de vetores contaminados na area residencial de uma
cidade com casos regulares de leishmaniose, mas ndo endémica para dirofilariose, revelando
gue outros animais e 0s proprios seres humanos estdo suscetiveis as infeccdes. Além disso,
exames complementares, como a citologia, podem detectar doencas ocultas em animais

assintomaticos e assegurar o diagnostico naqueles com sintomas caracteristicos.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos por meio deste estudo permitiram desmistificar a perspectiva de
que a dirofilariose canina é uma doenca restrita a areas litoraneas a partir da comprovacéo da
presenca da infeccdo em cées nativos na cidade de Patos, sertdo paraibano. Além disso, foi
possivel verificar que o0s casos positivos se concentraram em &reas com mas condigdes
ambientais sem 0 adequado emprego de métodos preventivos que evitariam a ocorréncia da
parasitose.

Complementarmente, a coinfeccdo por dois agentes zoondticos como Dirofilaria
immitis e Leishmania sp. em um cdo assintomatico denota a necessidade da realizagdo de mais
estudos epidemioldgicos com um maior nimero de animais testados visando se identificar os
vetores presentes na regido e outros fatores de risco para a populacdo humana e animal.
Também, evidencia a importancia de exames complementares, como a citologia, no

estabelecimento do diagndéstico de doencas ocultas na rotina clinica.
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NORMAS DO CAPITULO |

PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA
Brazilian Journal of Veterinary Research

INSTRUCOES AOS AUTORES

Os artigos devem ser submetidos atraves do Sistema Scholar One, link
<https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>, com os arquivos de texto na versao mais
recente do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacdo disponiveis no ato de
submissdo e no site da revista (www.pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de

pesquisa ainda ndo publicados e ndo considerados para publicacdo em outro periddico.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob a forma de “Notas
Cientificas”, ndo ha limite minimo do nimero de paginas do artigo enviado.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos artigos, o
Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de sugerir
ou solicitar modifica¢fes aconselhaveis ou necessarias. Os artigos submetidos sdo avaliados
pelos pares (peer review) e, aceitos para publicacdo, com dois pareceres favoraveis ou

rejeitados, por dois pareceres desfavoraveis

Os direitos autorais dos artigos aceitos para publicacdo permanecem com 0s autores.

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista € cobrada taxa de publicacédo
(paper charge) no valor de R$ 1.500,00 por artigo editorado, na ocasido do envio da
comunicacdo de aceite, ao autor para correspondéncia. Nao ha taxa de submissdo e avaliacdo

de artigo.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO,
MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES,
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteudo do artigo; pormenores de identificacdo
cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.
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b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando compridos, mas
mantendo o primeiro nome e o Ultimo sobrenome por extenso, como por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto P.V.); Franklin
Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-Correa F.). Os artigos devem

ter no maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versao do RESUMO em portugués, podendo ser mais
explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluem palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando os mais
importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAO” que incluem

palavras do titulo;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem que a mesma

assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a repeticdo da
experimentacdo por outros pesquisadores. Em experimentos com animais, deve constar a

aprovacéo do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos. Quadros (em
vez de Tabelas) devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente expressar dados complexos, por graficos

(=Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o convém
mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigacao do

autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;

J) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no artigo e a que tenha

servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabetica e cronologicamente,
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pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores (todos), em caixa alta e baixa,
do ano, do titulo da publicagdo citada, e, abreviado (por extenso em casos de duvida), 0 nome
do periodico ou obra, usando sempre como exemplo os ultimos fasciculos da revista

(www.pvb.com.br).

2. Na elaboracdo do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a) A digitacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no
formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser
corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das Figuras no final (logo
ap6s as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter seus arquivos fornecidos
separados do texto. Os nomes cientificos devem ser escritos por extenso no inicio de cada

capitulo.

b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no passado
e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo numeros ardbicos
colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeragao sera
continua por todo o artigo; as notas deverdo ser langcadas ao pé da pagina em que estiver o
respectivo nimero de chamada, sem o uso do “Inserir nota de fim”, do Word. Todos os Quadros
e todas as Figuras tém que ser citados no texto. Estas citacfes serdo feitas pelos respectivos
nameros e, sempre gque possivel, em ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos

corridamente em um s6 paragrafo e ndo devem conter citacGes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo de todos os
autores (na lingua do pais dos autores), o e-mail do autor para correspondéncia e dos demais

autores. Em sua redacdo deve-se usar virgulas em vez de tragos horizontais;

d) siglas e abreviaces dos nomes de institui¢bes, ao aparecerem pela primeira vez no artigo,

serdo colocadas entre parénteses, ap0s 0 nome da institui¢cdo por extenso;

e) citagcdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema ‘“autor e ano”; artigos de até dois autores
serdo citados pelos nomes dos dois, e com mais de dois, pelo nome do primeiro, seguido de “et
al.”, mais o ano; se dois artigos ndo se distinguirem por esses elementos, a diferenciagdo sera

feita atraves do acréscimo de letras mindsculas ao ano. Artigos ndo consultados na integra
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pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia,
“(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera
incluida na lista uma s6 vez. A mencdo de comunicacdo pessoal e de dados nao publicados é
feita no texto somente com citagdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacOes de artigos colocados
cronologicamente entre parénteses, ndo se usara virgula entre 0 nome do autor € 0 ano, nem
ponto-e-virgula apos cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004,
Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa alta e baixa, com 0s nomes
cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com o padrdo adotado nos ultimos

fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacao de seus varios elementos.

3. Os gréficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto,
sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes adotadas serd incluida preferentemente, na

area do grafico (=Figura); evitar-se-a o uso de titulo ao alto do gréfico (=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informacgdes suficientes para que estas
sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, independente do texto). 5. Os Quadros
devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e as colunas deve vir o
cabecalho entre dois tracos longos, um acima e outro abaixo. Ndo ha tracos verticais, nem
fundos cinzas. Os sinais de chamada serao alfabéticos, recomegandos, se possivel, com “a” em
cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual seréo separadas

por um traco curto a esquerda.
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NORMAS DO CAPITULO II
ACTA SCIENTIAE VETERINARIAE

INSTRUCOES RELATO DE CASO

Destinado para a descrigdo de quadros clinicos/cirurgicos/ sintomatoldgicos/terapéuticos, etc.

de natureza ou evolugéo incomum.

INICIALMENTE os trabalhos séo triados pelo Conselho Editorial. NAO SERAQO aceitos
aqueles FORA dos padrdes especificos da ASV. O ABSTRACT (OBRIGATORIO: total
minimo de 3400 caracteres com espacos e maximo de 3900 cce, SEM contar keywords e
descritores). E composto de trés partes: 1. Background (secdo curta com no maximo de 700
cce) que sempre terminara com o objetivo do relato. 2. Case: descricdo detalhada. 3. Discussion:
com as conclusdes e perspectivas do relato.

IMPORTANTE: informar o endereco postal completo do autor principal para Correspondence.
Sempre Informar a filiagdo (nome da Instituicdo com SIGLA e local) dos outros autores (nomes
completos). Esta informagé&o deve ser colocada abaixo da nomimata dos autores. Nunca como
nota de rodapé. Fornecer DOIS e-mails (autores diferentes) para contato durante avaliagdo do

trabalho e agilizacdo dos tramites necessarios.

OBSERVAGCAO: Primeiro Autor que ja tem um RELATO de CASO em avaliacdo, s6 pode

submeter novo trabalho ap6s a publicagcdo do mesmo.

CONSIDERACOES PREVIAS

Autoria: ASV se reserva o direito de LIMITAR a participacdo de no méaximo OITO autores. O
reconhecimento da autoria deve estar baseado em contribuicdo substancial relacionada aos
seguintes aspectos: 1) Efetiva e relevante participacdo no acompanhamento do caso; 2) Redagéo
do artigo (analise e interpretacdo dos dados) e/ou revisdo critica relevante do conteddo
intelectual. Os auxiliares da equipe que ndo se encaixem nestes critérios prioritarios podem
figurar na secdo de Acknowledgements. Os relatos serdo publicados em ordem de aprovagéo

final de todos os requisitos [conteudo (texto e ilustracdes) e correta formatacéo].
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ATENCAO: O texto ndo aceitdvel (Abstract ou trabalho integral) passara
OBRIGATORIAMENTE por revisdo do inglés e a ser realizado por servicos especializados
(opcdes RECOMENDADAS pela ASV).

Resumo dos Requisitos Técnicos:

» Apresentar o texto em fonte Times, tamanho 12, espaco duplo e margem de 2,5cm. NUNCA

colocar nota de rodapé em nenhuma péagina.

* Enumerar em ordem crescente, na margem esquerda, todas as linhas do trabalho.

* Imagens: As imagens devem ser digitalizadas em 300 dpi em CMYK (coloridas) e Gray Scale
(tons de cinza), ao serem salvas deve ser selecionada a extensdo TIFF. Podem ser enviadas em
ARQUIVOS SEPARADOS por e-mail. Se necessario sera solicitada a remessa das mesmas em
CD/DVD. Para a digitalizacao pode ser usado qualgquer programa de imagem, mas nunca enviar
incorporado em documento Word. As fotografias feitas através de microscopio devem conter
indicadores internos de escala. Os simbolos, flechas ou letras usados em fotomicrografias
devem contrastar claramente com o fundo, com a escala (bar) inserida e a magnitude descrita
na legenda. Para as fotos em camera digital, a maquina deve ter resolucdo superior a 5
Megapixels (observar no momento de bater a foto se a cAmera esta configurada em resolucédo

méaxima). Nunca enviar as imagens com extensdo jpg ou gif.

* Unidades de Medidas: Medidas de comprimento, altura, peso € volume devem ser expressas
em unidades métricas (metros, gramas ou litros, ou seus multiplos decimais). As temperaturas
devem ser dadas em graus Celsius. A pressao sanguinea em milimetros de mercurio. Todos 0s
valores hematoldgicos ou bioquimicos devem ser apresentados em unidades do sistema métrico

decimal de acordo com o Sistema Internacional de Medidas (SI).
» Abreviagdes: devem ser evitadas e, se empregadas [s6 abreviatura padrdo], definidas na
primeira mengdo, salvo se forem unidades comuns de medida. Para nomes latinos binominais,

abreviar o género apos citacdo inicial, exceto quando iniciar frase.

* Incluir permissao para reproduzir material previamente publicado.
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* Anexar também termo de cessdo dos direitos autorais (texto simples com assinatura dos

coautores; escanear e enviar por e-mail).

Para a submissdo dos RELATOS ou comunicagao com os Editores SOMENTE utilizar o

e-mail: actascivet-submission@ufrgs.br

IMPORTANTE: A taxa de publicagdo [R$ 550,00] somente devera ser paga (enviar por e-mail)
apos a revisdo e aprovacao final do trabalho. A publicacdo ocorrera SOMENTE apés o

pagamento. A taxa Unica de fotolitagem colorida é de R$ 170,00].

ESTRUTURA BASICA DOS TRABALHOS
PAGINA INICIAL

1. Titulo ndo deve exceder 60 palavras. Title: com letras capitalizadas. Nomes completos de

todos autores. Apresentar as filiagbes SEM informar cargo ou titulacdo dos autores.

2. ABSTRACT: na forma direta e no passado.OBRIGATORIO: total minimo de 3400
caracteres com espagos e maximo de 3900 cce, SEM contar keywords e descritores). E
composto de trés partes: 1. Background (se¢do curta com no maximo de 700 cce): destacando
a importancia do assunto e que sempre terminara com o objetivo do relato. 2. Case: descricdo
detalhada. 3. Discussion: com as conclusdes e perspectivas do relato. Abstract deve ser
preparado por tradutor / servi¢o reconhecidamente qualificado (anexar o comprovante). ASV
se reserva o direito de RECUSAR texto-inglés considerado tecnicamente inadequado.

PAGINAS SEGUINTES

3. INTRODUCAO: Deve ser CURTA, clara e objetiva, contendo informacdes que justifiquem
a importancia do relato (originalidade) e restringindo as citacGes ao assunto especifico. Sempre
finalizar com o (s) objetivo (s) do trabalho. E obrigatdrio considerar o limite MINIMO de 700
cce e 0 MAXIMO de 1700 c.c.e. Obs.: Pode ser similar ao texto do “background” [primeira
parte do Abstract e que nédo deve ultrapassar 700 c.c.e]..

4. RELATO DO CASO: destinado para a descricdo de quadros clinicos/cirdrgicos/

sintomatoldgicos/terapéuticos, etc. de natureza ou evolugdo incomum. E obrigatoria
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apresentacdo de no minimo 2 figuras ilustrativas de tamanho padrdo (7,5cm de largura),
comparando varias situacdes [antes X pos-tratamento ou cirurgia, lesdo macroscopica x achado

histopatoldgico; lesdo x cultivo macroscopico x aspecto microscopico, etc.].

Tabelas: se uma tabela tem poucas linhas e/ou colunas, tente organizar em frases dentro do
corpo do texto. Ou seja, ndo use tabelas pequenas para informac6es que podem ser alocadas no
texto do artigo (exemplo resultados de exames hematoldgicos e ou bioquimicos e respectivos

padrdes de referencia).

5. DISCUSSAO: O conteudo deve ser interpretativo e as hipdteses e especulacdes formuladas
embasadas nos dados obtidos pelos aa. e, relacionadas ao conhecimento atual sobre o tema,
fornecido por outros estudos. Nesta secdo referenciar somente a literatura essencial. Concluir

com as implicacgdes dos achados e perspectivas.

Observacdo sobre as citagdes: Normalmente citadas no texto por ndmeros entre colchetes,
correspondendo aos aa. ordenados e numerados por ordem alfabética. Exs.: [2], [7,9,16], [23-
27,31,33,45-48]. SO quando for essencial citar o nome dos aa. no texto. N&o citar nomes dos
autores somente para cotejar dados obtidos em outros trabalhos similares. Observe as sugestdes:
A primeira descri¢do coube a Autor & Autor [3]...; Autor & Autor [32] iniciaram...; Autor et
al. [18] em 1958... Os dados ndo publicados ou comunicacdes pessoais s6 devem aparecer no
texto assim: (A.A.autor, comunicacdo pessoal, ano) e (C.D.autor & E.F. autor, dados ndo
publicados); nestes casos informar antes das Referéncias o endereco completo ou e-mail dos
aa.

6. MANUFACTURERS. Quando pertinente indicar insumos e aparelhos DIRETOS no texto
com numeros sobrescritos; os fabricantes (nome, cidade e pais) deverdo ser citados em

Manufacturers.

7. Acknowledgements. Se necessarios, devem ser sucintos e dirigidos para significativa

assisténcia técnica, cooperacéo ou orientacao recebida de colegas, etc. Quando se aplicar.

8. Declaration of interest.
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9. REFERENCES: Atencéo para todos os detalhes. Os trabalhos ndo serdo analisados enquanto
estiverem incompletas ou fora das normas. Relacionar as references em ordem alfabética e
numerada, conforme os varios exemplos abaixo. Sequencia: Numero / Referenciar sobrenome
(letra maiuscula so a inicial) sem virgulas e iniciais de todos aa. seguidas de ponto e separados
por virgula entre cada autor (usar “&” para separar os ultimos aa. / Ano da publicagdo. / Titulo
do artigo. / Nome completo da revista em italico (s/abreviacao). / n. do volume (n. fasciculo):
pp-pp. Importante: poderéo ser listados NO MAXIMO dois resumos (Congressos, Simpdsios,

Saldes ou workshops).

* TRABALHOS

— COM DOIS AUTORES:
Spilki F.R. & Arns C.V. 2008. Virus respiratorio sincicial bovino. Acta Scientiae Veterinariae.
36(3): 197-214.

— COM VARIOS AUTORES:

Pereira S.A., Schubach T.M.P., Gremido I.D.F., Silva D.T., Figueiredo F.B., Assis N.V. &
Passos S.R.L. 2009. Aspectos terapéuticos da esporotricose felina. Acta Scientiae Veterinariae.
37(4): 311-321.

Obs.1: A numeracdo das referéncias segue a prioridade da ordem alfabética dos sobrenomes

dos diversos autores/ co-autores e ndo do ano da publicagdo. Exemplos:

7 Berlinguer F., Leoni G., Bogliolo L., Pintus P.P., Rosati I., Ledda S. & Naitana S. 2004.
8 Bernardi M.L., Cotinot C., Payen E. & Delouis C. 1996.

9 Bernardi M.L. & Delouis C. 1995.

10 Bernardi M.L. & Delouis C. 1996.

11 Bernardi M.L., Fléchon J-E. & Delouis C. 1996.

26 Martinez E.A., Vazquez J.M., Roca J., Lucas X., Gil M.A,, Par-rilla J.L., Vazquez J.L. &
Day B.N. 2002.

27 Martinez E.A., Vazquez J.M., Roca J., Lucas X., Gil M.A. & Vazquez J.L. 2001.

28 Martini R. L. 1998. 29 Matthijsa A., Hakze R., Potsma A. & Woelders H. 2000.

30 Matthijsa A., Harkema W., Engel B. & Woelders H. 2000.

68 Tervit H.R., Whittingham D.G. & Rowson L.E.A. 1972.
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69 Thompson J.G. 1997.

70 Thompson J.G., Gardner D.K., Pugh P.A., McMillan W.H. & Tervit H.R. 1995.
71 Thompson J.G., Simpson A.C., Pugh P.A., Donnelly P.E. & Tervit H.R. 1990.
72 Thompson J.G., Simpson A.C., Pugh P.A. & Tervit H.R. 1992.

73 Thompson J.G., Simpson A.C., Pugh P.A., Wright R.W. & Tervit H.R. 1991.

Obs.2: Para references com idéntica ordenacdo dos aa., mesmo ano de publicacdo e em
diferentes Revistas, dar prioridade de numeracdo para aquela que foi citada primeiro no

trabalho. Se for na mesma Revista, priorizar a referéncia com numeragao mais baixa.

— EM VOLUME COM SUPLEMENTO:

Pier A.C., Cabaries F.J., Chermette R., Ferreiro L., Guillot J., Jensen H.E. & Santurio
J.M. 2000. Prominent animal mycoses from various regions of the world. Medical Mycology.
38 (Suppl 1): 47-58.

— EM FASCICULO SEM VOLUME:
Turan L., Wredmark T. & Fellander-Tsai |. 1995. Arthroscopic ankle arthrodesis in
rheumatoid arthritis. Clinical of Orthopedic. (320): 110-114.

— SEM VOLUME E SEM FASCICULO:
Schulman R.L. 2003. Insulin and other therapies for diabetes mellitus. Veterinary Medicine.
April: 334-347.

— EM FORMATO ELETRONICO:
Morse S.S. 1995. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerging Infectious
Diseases. 1: 7-15. [Fonte: ].

— IN PRESS/ Publicagdo ahead of print [mencionar as datas]:
Teifke J.P., Driemeier D. & Kaden V. 2002. Arrest of metaphyseal ossification with classical

swine fever. Veterinary Record. [in press].

— COMPLETO EM EVENTO:

[Sempre com o N.° do evento (Cidade e Pais)]
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Bortolozzo F.P., Uemoto D.A., Wentz I. & Pozzobon M.C. 1999. Reproductive performance
of gilts submitted to artificial insemination in different intervals before ovulation. In:
Proceedings of the 4th International Conference on Board Semen Preservation (Beltsville,
U.S.A)). pp.239-240

— EM COLECAO OU SERIE:
Jellieff D.B. 1968. Evaluacion del estado de nutricion de la comunidad. Ginebra: Organizacion
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