UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

MOISES DANTAS TERTULINO

CORRELACAO ENTRE SINAIS CLINICOS, ACHADOS DE IMAGEM E
CONCENTRACOES SERICAS DE NT-proBNP EM CAES INFECTADOS POR

Dirofilaria immitis

MOSSORO
2026


http://www.niemeyer.org.br/

MOISES DANTAS TERTULINO

CORRELACAO ENTRE SINAIS CLINICOS, ACHADOS DE IMAGEM E
CONCENTRACOES SERICAS DE NT-proBNP EM CAES INFECTADOS POR

Dirofilaria immitis

Dissertagdo apresentada ao Mestrado em
Ciéncia Animal do Programa de Pos-
Graduagdo em  Ciéncia  Animal da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido
como requisito para obten¢do do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Linha de Pesquisa: Morfofisiologia e
Biotecnologia Animal

Orientador: Nome Completo, Prof. Dr. Jodo
Marcelo Azevedo de Paula Antunes

Co-orientador: Nome Completo, Prof. Dr. José
Artur Brilhante Bezerra

MOSSORO
2026


http://www.niemeyer.org.br/

© Todos os direitos estao reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contelido desta obra é de inteira
responsabilidade do (a) autor (a), sendo o0 mesmo, passivel de sangdes administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis
que regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n° 9.279/1996 e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O contetdo desta obra tomar-se-a de dominio publico ap6s a data de defesa e homologagao da sua respectiva

ata. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor (a)

sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliograficos.

D332c Dantas Tertulino, Moisés
Correlagdo entre Sinais Clinicos, Achados De
Imagem e Concentrag¢des Séricas de NT-ProBNP em
Cées Infectados por Dirofilaria immitis / Moisés
Dantas Tertulino. - 2026.
61 £. : 1il.

Orientador: Jod&o Marcelo Azevedo de Paula

Antunes.
Coorientador: José Artur Brilhante Bezerra.
Dissertagcdo (Mestrado) - Universidade Federal

Rural do Semi-4rido, Programa de Pdés-graduagdo em
Ciéncia Animal, 2026.

1. Parasitologia. 2. Biomarcadores. 3. Verme
do Coracdo. 4. Hipertensdo Pulmonar. I. Azevedo de
Paula Antunes, Jodo Marcelo , orient. II.
Brilhante Bezerra, José Artur, co-orient. III.
Titulo.

Ficha catalografica elaborada por sistema gerador automatico em conformidade
com AACR2 e os dados fornecidos pelo) autor(a).
Biblioteca Campus Mossoré / Setor de Informacao e Referéncia
Bibliotecéria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB: 15/120

O servigo de Geragao Automatica de Ficha Catalogréafica para Trabalhos de Concluséo de Curso (TCC's) foi desenvolvido pelo Instituto
de Ciéncias Matematicas e de Computagéo da Universidade de Sao Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas

da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informacéo
e Comunicagao (SUTIC) sob orientagdo dos bibliotecarios da instituigdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de
Graduagao e Programas de Pés-Graduagédo da Universidade.



MOISES DANTAS TERTULINO

CORRELACAO ENTRE SINAIS CLINICOS, ACHADOS DE IMAGEM E
CONCENTRACOES SERICAS DE NT-proBNP EM CAES INFECTADOS POR

Dirofilaria immitis.

Defendida em: 25 /02 /2026

Dissertagdo apresentada ao Mestrado em
Ciéncia Animal do Programa de Pos-
Graduagdo em  Ciéncia  Animal da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido
como requisito para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Linha de Pesquisa: Morfofisiologia e
Biotecnologia Animal

BANCA EXAMINADORA

JOAO MARCELO AZEVEDO DE Assinado de forma digital por JOAO

PAULA
ANTUNES:08711888725

MARCELO AZEVEDO DE PAULA
ANTUNES:08711888725
Dados: 2026.02.26 09:50:45 -03'00"

Prof. Dr. Jodo Marcelo Azevedo de Paula Antunes (UFERSA)
Orientador e Presidente

Documento assinado digitalmente

' V4 b FABIANO SELLOS COSTA
g Wl Data: 26/02/2026 17:10:49-0300

verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Fabiano Sellos Costa (UFRPE)
Membro Examinador

Documento assinado digitalmente

B ;’b JULIANA FORTES VILARINHO BRAGA
g e Data: 26/02/2026 09:56:20-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dra. Juliana Fortes Vilarinho Braga (UFPI)
Membro Examinador



A Pugs (In Memoriam), meu primeiro
companheiro de quatro patas, que partiu
durante a etapa do mestrado. Vocé me ensinou

que o amor permanece independentemente da
distdncia.

Aos meus pais, maiores incentivadores do
meu crescimento pessoa e profissional, que
abdicam do proprio bem-estar em favor dos
meus sonhos.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradego a Deus pelo dom da vida, pelas oportunidades no meio académico e por me

manter firme diante das dificuldades da vida.

Ao meu pai, Marcone Tertulino da Cunha, por me proporcionar o seu melhor sempre,
acreditar no meu potencial, preocupar-se com meu bem-estar e lutar as minhas lutas. A minha
mae, Wylka Clevania Barbosa Dantas, eu ndo sei expressar o quanto sou grato por sua
existéncia. Obrigado pelo cuidado, por me ligar as 4:30 da manhd para me acordar para
estudar e pelas mensagens de “Bom dia”. Ambos, sem ensino superior, conseguiu fornecer

educacdo a seus dois filhos. A vocés, toda a minha gratidao.

Ao meu irmao, Matheus Dantas Tertulino, minha maior fonte de inspiracdo e
admiragdo e que, mesmo distante fisicamente, sempre se faz presente em todas as etapas da

minha vida. A Maires Dantas e a Julia Beatriz, eu agradego a paciéncia e companheirismo.

A minha Familia Barbosa Dantas, agradeco o cuidado, incentivo e pela base firme na

qual tive o prazer de crescer, que me proporcionou um ambiente de unido e cheio de amor.

Ao meu orientador, Jodo Marcelo Azevedo de Paula Antunes, agradego por acreditar
em mim, mesmo quando nem eu mesmo acreditei, por me acolher desde a iniciagdo cientifica,
fomentar meu crescimento pessoal e técnico. Vocé € um exemplo de pessoa e profissional. Ao
meu coorientador, Artur Brilhante, sem diividas vocé ¢ uma fonte de inspiragao por toda a sua

dedicagdo profissional. Obrigado por aceitar me orientar nessa trajetoria.

Aos meus grandes amigos Larissa Veloso, Bruno Vinicius, Jos¢ Napoledo, Pablo
Ramon, Pedro Pontes, Paula Vivian, Raylanne Pessoa e Ryshely Sonaly, por acreditarem em
mim, me motivarem mesmo nos momentos mais dificeis, me escutarem e sempre despertarem
a minha melhor versdao. A Efraim, eu te agradegco por acreditar no meu potencial e ter me

ajudado a chegar até aqui.

A Caio Ramon, agradeco por aguentar meu estresse nessa reta final da dissertacao, por
me cobrar, incentivar e motivar a finalizar essa etapa. Sem vocé e nossas idas a praia, tudo

teria sido mais dificil.



Agradeco a cada paciente e tutor que aceitou fazer parte desta pesquisa, assim como a
toda equipe HOVET-UFERSA, Infinity Lab Vet e Quatro Patas, que me concedeu apoio

técnico e estrutural para execucao do projeto. A CAPES pela concessao da bolsa de mestrado.

Agradeco a Banca Examinadora por aceitar participar dessa etapa final e por

disponibilizar do seu tempo e conhecimento para aprimorar ainda mais a pesquisa.



RESUMO

A dirofilariose € uma doenca parasitario caracterizada por seu acometimento cardiopulmonar,
apresentando como principal hospedeiro canideos domésticos. Objetivou-se avaliar a relagao
entre sinais clinicos e diferentes cargas parasitarias de cdes com dirofilariose e as
concentragdes séricas de NT-proBNP e achados de imagens. Estudo prospectivo avaliou 30
caes infectados por Dirofilaria immitis e cinco saudaveis. Todos foram submetidos a exame
clinico, teste Alere Ag® para dirofilariose, ecocardiografia, radiografia toracica e mensuragao
de NT-proBNP. Os caes foram classificados quanto a gravidade clinica estabelecida pela
American Heartworm Society (AHS) e hipertensdo pulmonar nos padrdes da American
College Of Veterinary Internal Medicine (ACVIM). Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA, testes de comparagdes multiplas e correlagcdo de Spearman. Os
caes infectados apresentaram idade média de 8,5 + 3,62 anos, com maior propor¢ao de fémeas
(56,6%),. De acordo com a classificacdo clinica da AHS, 30,0% apresentaram sinais leves,
33,3% moderados, 33,3% graves e 3,3% sindrome da veia cava. A microfilaremia foi
detectada em 66,7% dos cdes infectados. A carga parasitaria foi predominantemente baixa
(70,0%), seguida de alta (20,0%) e moderada (10,0%). Observou-se aumento significativo da
relagdo atrio esquerdo/aorta (AE/Ao) nos cdes com carga parasitaria moderada € nos grupos
com sinais clinicos graves (p < 0,05). A relagdo Artéria Pulmonar e Veia Pulmonar Caudal
(CaPA/CaPV) apresentou aumento significativo nas diferentes cargas parasitarias e nos
grupos com sinais clinicos moderados e graves. O indice de distensibilidade da artéria
pulmonar foi significativamente reduzido apenas nos cdes com sinais clinicos graves. As
concentragdes séricas de NT-proBNP mostraram aumento significativo nos cdes com sinais
clinicos graves. Os achados indicam que a avaliagdo integrada de biomarcadores séricos,
ecocardiografia e radiografia tordcica constitui uma abordagem eficaz para detecc¢do precoce,
estratificacdo de gravidade e monitoramento da dirofilariose canina, contribuindo para o

manejo clinico e compreensao da progressao cardiovascular e pulmonar associada a infecgao.

Palavras-chave: Parasitologia; biomarcadores; verme do coragdo, hipertensao pulmonar.



ABSTRACT

Dirofilariosis is a parasitic disease characterized by cardiopulmonary involvement, with
domestic canids as its primary hosts. This study aimed to evaluate the relationship between
clinical signs, different parasite loads in dogs with heartworm disease, serum NT-proBNP
concentrations, and imaging findings. This prospective study evaluated 30 dogs infected by
Dirofilaria immitis and five healthy controls. All subjects underwent clinical examination,
Alere Ag® heartworm testing, echocardiography, thoracic radiography, and NT-proBNP
measurement. Dogs were classified by clinical severity according to the American Heartworm
Society (AHS) and for pulmonary hypertension following the American College of Veterinary
Internal Medicine (ACVIM) standards. Data were statistically analyzed using ANOVA,
multiple comparison tests, and Spearman’s correlation. The infected dogs had a mean age of
$8.5 \pm 3.62$ years, with a higher proportion of females (56.6%). According to the AHS
clinical classification, 30.0% showed mild signs, 33.3% moderate, 33.3% severe, and 3.3%
presented with caval syndrome. Microfilaremia was detected in 66.7% of infected dogs. The
parasite load was predominantly low (70.0%), followed by high (20.0%) and moderate
(10.0%). A significant increase in the left atrium-to-aorta (LA/Ao) ratio was observed in dogs
with moderate parasite loads and in groups with severe clinical signs ($p < 0.05%). The caudal
pulmonary artery-to-caudal pulmonary vein (CaPA/CaPV) ratio showed a significant increase
across different parasite loads and in groups with moderate and severe clinical signs. The
pulmonary artery distensibility index was significantly reduced only in dogs with severe
clinical signs. Serum NT-proBNP concentrations showed a significant increase in dogs with
severe clinical signs. These findings indicate that the integrated evaluation of serum
biomarkers, echocardiography, and thoracic radiography constitutes an effective approach for
early detection, severity stratification, and monitoring of canine heartworm disease,
contributing to clinical management and the understanding of cardiovascular and pulmonary

progression associated with the infection.

Keywords: Parasitology; biomarkers; heartworm; pulmonary hypertension.
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1 INTRODUCAO

A dirofilariose, também conhecida como “Cardiopatia parasitaria” ou “Doenca do
verme do coragdo”, ¢ uma enfermidade parasitaria caracterizada por causar importante
comprometimento cardiopulmonar (Geary, 2023) por seu agente etioldgico, que sdo vermes
nematddeos filariais do género Dirofilaria (Pietrzak; Luczak; Wisniewski, 2024), sendo a
Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) a espécie de maior relevancia devido a sua alta prevaléncia,
incidéncia e manifestagdes clinicas significativas em caes numa perspectiva global (Genchi;
Kramer, 2020). A sua transmissao ocorre por vetores fémeas pertencentes a familia Culicidae

(Silaghi et al., 2017).

A sua distribuicdo geografica é cosmopolita, com alta prevaléncia em regides tropicais
e subtropicais (Cuervo et al., 2013). No Brasil, a prevaléncia registrada em 2014 foi de 23,1%
(Labarthe et al., 2014). A transmissdo da dirofilariose ¢ influenciada por um conjunto de
fatores que inclui a presencga de vetores, condigdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento
parasitario e hospedeiro vertebrado susceptivel (Ledesma; Harrington, 2011). Os caes
domésticos e canideos selvagens sdo os principais hospedeiros acometidos (Simoén et al.,
2012). No entanto, em menor propor¢ao, também pode ocorrer parasitismo em outros
vertebrados como seres humanos (Balendran; Yatawara; Wickramasinghe, 2022) e felinos

(Cornegliani et al., 2003), o que denota sua importancia zoono6tica (McCall et al., 2008).

Os sinais clinicos da dirofilariose estdo relacionados aos danos endoteliais,
inflamatérios e obstrutivos desencadeados pela presenta das dirofilarias adultas nas artérias
pulmonares (Serrano-Parreno et al., 2017). Consequentemente, os hospedeiros acometidos
podem vir a apresentar dispneia, sincope, tosse, intolerdncia ao exercicio, perda de peso e
letargia (Paes-de-Almeida et al., 2003). De forma cronica, a hipertensdo pulmonar e quadros
congestivos surgem e contribuem para a exacerbagdo dos sinais clinicos, culminando em
insuficiéncia cardiaca direita e, como consequéncia, menor sobrevida dos pacientes (Kaiser et

al., 1989).

O diagnodstico da dirofilariose pode ser realizado por meio da visualizagdo de
microfildrias na circulacdo sanguinea e pela utilizacao de testes antigénicos (Tomazatos et al.,
2018). A radiografia toracica ¢ um método de diagnostico por imagem capaz de fornecer
informacdes do comprometimento cardiopulmonar decorrente dos mecanismos inflamatorios

e congestivos associados a infec¢do (Dever, 1973; Portela, 2019) e o ecocardiograma, outro



13

método de diagnostico por imagem, permite avaliar o comprometimento morfoldgico e

hemodinamico cardiaco resultantes da presenca de dirofilarias (Badertscher et al., 1988).

Os biomarcadores sdo moléculas biologicas que podem ser mensurados e interpretados
como parametros fisiolégicos normais, indicadores de lesdo tecidual ou de respostas
farmacologicas (Califf, 2018). Seu uso ¢ amplo ¢ bem consolidado na medicina humana e
apresenta grande potencial de aplicagdo na medicina veterinaria, especialmente quando mais

bem estudada (Brooker; Gonzalez-Latapi, 2025; Hampel; Lista; Khachaturian, 2012).

Na clinica de pequenos animais, esses marcadores podem auxiliar a diagnosticar danos
teciduais de diversas patologias cardiopulmonares (Carreton; Morchon; Montoya-Alonso,
2017). Nos ultimos anos, foram introduzidos estudos com marcadores cardiacos em pacientes
positivos para dirofilariose: troponina I (Shaw; Rozanski; Rush, 2004), mioglobina e a
creatino-quinase MB (Santos, 2005), além do dimero D como marcador de tromboembolismo
nesses pacientes (Carreton; Morchon; Montoya-Alonso, 2017) e o Pré-Peptideo Natriurético

Tipo B N-Terminal (Costa-Rodriguez et al., 2023).

O NT-proBNP ¢ um biomarcador emergente na rotina clinica e tem como principal
origem e sintese as células miocardicas ventriculares (Ontario Health (Quality), 2021). O
principal estimulo para a sua produgdo € o estresse do miocardio, além de fatores como
isquemia miocardica e modulagdo hormonal (Hall, 2005), e a sua meia-vida ¢ de
aproximadamente 120 minutos (Panagopoulou et al., 2013). Ademais, sua funcao biologica
estéd relacionada a vasodilatagdo periférica, ao aumento da natriurese e da diurese, e a inibi¢ao
do sistema nervoso simpatico (SNS) e do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
(Tsutsui et al., 2023). Clinicamente, seus valores apresentam boa precisao na investigacao de

pacientes com insuficiéncia cardiaca (Luchner et al., 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR VETORES

As enfermidades transmitidas por vetores sdo uma ameaca ascendente a saude humana
e animal, tanto em paises subdesenvolvidos quanto desenvolvidos (Hahn; Bhavsar, 2024). Sao
inimeras as doengas que tém como causa patogenos veiculados por vetores artropodes e
apresentam potencial zoonotico (Caraballo; King, 2014). Por isso, seu controle ¢ fundamental
para a manutengdo da saide e bem-estar humano e animal, especialmente em paises

subdesenvolvidos de regides tropicais e subtropicais (Feasey et al., 2010).

O numero crescente de patologias transmitidas por vetores pode resultar de diferentes
causas, entre elas o desmatamento de florestas tropicais, as mudangas climaticas, o
crescimento populacional e perda da biodiversidade (Colwell; Dantas-Torres; Otranto, 2011).
Estudos recentes evidenciam as mudangas na distribuicdo geografica dos vetores, como no
caso do carrapato Ixodes ricinus transmissor de Borrelia burgdorgeri, que teve sua expansao
associada as mudangas climaticas e ao movimento populacional dos hospedeiros (Jaenson et
al., 2012). Otranto, Capelli, Genchi (2009) em seus estudos sobre as mudang¢as no padrao de
distribuicdo da leishmaniose e da dirofilariose na Itlia, descrevem a maior disseminagdo para

o norte e sul do pais, respectivamente, tendo como principal causa as alteragdes climaticas.

As crescentes pesquisas envolvendo doengas transmitidas por vetores reforcam a
necessidade de conscientizacdo de Médicos Humanos € Médicos Veterindrios quanto ao seu
papel na prevencdo, a fim de garantir o perfeito bem-estar animal e humano (Domdey;
Thomas, 2025). As novas distribuicdes de doencas vetoriais t€ém impacto direto na rotina
clinica, pois podem levar ao subdiagndstico dessas patologias e a presenga de coinfecgoes,
que podem atrasar o diagnostico definitivo, piorando o progndstico dos pacientes (Lee et al.,
2013). Por isso, ¢ fundamental dispor de mapas atualizados de distribui¢cdo patogénica, bem

como promover a educacgdo continuada dos profissionais de satde (Tolle, 2009).

Realizar o controle vetorial tornou-se uma prioridade devido aos impactos causados a
Medicina Veterinaria e a Satide Unica (Tabbabi et al., 2023). Para isso, é fundamental possuir
um conhecimento amplo dos ciclos bioldgicos desses artropodes hematdfagos, permitindo

estabelecer estratégias eficazes de controle e prevencao (Morris et al., 2013). Algumas
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doengas parasitarias ja possuem diretrizes orientando sobre o controle, tratamento e prevencao

(McCall et al., 2008; Oliva et al., 2010).

2.2 DIROFILARIOSE

2.2.1 Agente Etiologico

A dirofilariose ¢ uma doenga parasitaria cujo agente etiologico pertence ao gé€nero
Dirofilaria, sendo a Dirofilaria immitis e Dirofilaria repens as espécies mais relevantes por
apresentarem elevada prevaléncia global, potencial zoondtico e importante poder patogénico
(Rodrigues-Silva et al., 1995). A Dirofilaria immitis tem como caracteristica 0 acometimento
cardiopulmonar em canideos, felideos e humanos (Hattendorf; Liihken, 2025), motivo pelo
qual essa parasitose também ¢ conhecida popularmente como “Doenca do verme do coracdo”;
enquanto a Dirofilaria repens € responsavel pela dirofilariose subcutdnea nos canideos,
felideos e humanos, podendo apresentar também quadros oftalmologicos (Souza-Santos,

2005).

Morfologicamente, os nematddeos filariais apresentam machos adultos com
aproximadamente 120 a 200 milimetros (mm) de comprimento e 0,7 a 0,9 mm de largura,
enquanto as fémeas adultas medem de 250 a 310 mm de comprimento e 1 a 1,3 mm de
largura. Na sua forma de microfilarias, possuem cerca de 298 micrémetro (pm) de
comprimento, largura de 1 a 1,3 um, extremidade cefélica reta e caudal afilada e ovalada

(Brito et al., 1999; Orihel, 1961).

2.2.2 Epidemiologia

A dirofilariose tem distribuicdo geografica global, em especial regides de clima
tropical e subtropical, que possibilita condi¢cdes favordveis para o desenvolvimento vetorial
(Ciuca et al.,, 2016). Essa parasitose tem canideos, felideos e primatas humanos e nao
humanos como hospedeiros definitivos e artropodes hematofagos como hospedeiros
intermediarios (Genchi; Kramer, 2020). A presenca do parasita ja foi identificada em
exemplares das espécies de vetores Culex pipiens, Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti,

Aedes albopictus, Anopheles maculipennis e Coquillettidia richiardii (Seo, 2020).
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Os hospedeiros definitivos da D. immitis sdo os canideos domésticos e,
acidentalmente, os felinos e seres humanos (Fuehrer et al., 2016). Nos felinos, a maioria dos
casos ¢ amicrofilaremico e assintomatico, por isso, sdo considerados hospedeiros susceptiveis,
mas resistentes a infecc¢ao, diferentemente dos cdes (Carbonara et al., 2025). Nos canideos
domésticos, cerca de 75% das larvas infectantes chegam a fase adulta e podem sobreviver até
7 anos, enquanto, nos gatos, a maioria das filarias jovens ndo atinge a fase adulta ou a fase
pulmonar. Quando a alcangam, apresentam uma sobrevida de até¢ 4 anos (McCall et al., 2008;

Venco; Marchesotti; Manzocchi, 2015).

Além dos animais domésticos, os animais silvestres também apresentam um papel
relevante na disseminagdo de dirofilariose, por serem potenciais hospedeiros e reservatorios,
atuando na sua perpetuagdo e transmissdo (Penezi¢ et al., 2014). No ser humano, o ciclo de
vida do parasita ndo se completa, ndo atingindo a fase adulta; o desenvolvimento ocorre
apenas até a fase L4, manifestando-se como formacao nodular em parénquima pulmonar, que

pode mimetizar uma neoformacao pulmonar. (Campana et al., 2022)

A prevaléncia de dirofilariose canina aumentou nas ultimas décadas em todo o mundo
(Simon et al., 2012). Essa elevagdo no numero de casos ocorreu por causas variadas, como as
alteragdes climaticas, que passaram a oferecer condigdes favoraveis ao desenvolvimento
vetorial; a formacdo de ecologias artificiais, tendo em conta os novos arranjos de producao
agricola e criagdo de barragens, que favorecem o microambiente necessario para o
desenvolvimento larval; a intensificagdo da globaliza¢do, tornando humanos e animais mais
acessiveis e expostos a zonas de risco; e aumento da resisténcia a inseticidas (Morchon et al.,

2012).

A sua presenga ja foi descrita na América do Sul (Rosa et al., 2002), América Central
(Maggi; Krimer, 2019), América do Norte (Boy et al., 2000), Africa (Izenour et al., 2025),
Asia (Ying et al., 2023), Europa (Montoya-Alonso et al., 2011; Piergili Fioretti et al., 2002;
Vieira et al., 2015) e Oceania (Bidgood; Collins, 1996), variando apenas nas prevaléncias
regionais e espécies de filarias presentes. A América e Oceania apresentam descrigdes apenas
de D. immitis, a Europa Oriental registra exclusivamente de D. repens e a Europa Ocidental e

regido Mediterranea apresentam ambas as espécies.

No Brasil, acredita-se que os primeiros relatos de dirofilariose estejam relacionados a
introducdo de caninos domésticos ja infectados pelo parasita em um ambiente de clima

favoravel e com a presenca de vetores (Chame; Batouli-Santos; Brandao,2007). A
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dirofilariose canina ¢ considerada endémica no pais. Em um estudo conduzido por Alves
(1999), a prevaléncia nacional de caes positivos no exame parasitologico foi de 10,17%, e

9,1% dos animais estudados apresentaram antigenos circulantes.

A prevaléncia nas regidoes Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Sul, os indices de
microfilarias circulantes foram de 10,6% (Alves et al., 1999; Batista et al., 2021; Brito et al.,
2001; Soares et al., 2022), 17,2% (Labarthe et al., 2014), 5,8% (Fernandes et al., 2000),
12,8% (Ogawa et al., 2013) e 12% (Reifur; Thomaz-Soccol; Montiani-Ferreira, 2004),
respectivamente. A prevaléncia de dirofilariose felina ndo ¢ bem estabelecida, mas acredita-se
que corresponda de 9% a 18% da prevaléncia observada na populacdo canina daquele
territorio (Venco et al., 2011). A prevaléncia de D. immitis em humanos tem intima relagao

com a populacdo canina infectada (McCall et al., 2008).

Os paises com o maior nimero de casos humanos diagnosticados sdo Italia, Franca,
Grécia e Espanha, respectivamente (Silva; Langoni, 2009). Em um estudo que analisou o soro
de 284 pessoas residentes em Portugal, 6% apresentaram resultado positivo no teste de
detec¢do de anticorpos anti-Dirofilaria immitis (Vieira et al., 2015). No Brasil, embora
apresente condi¢des favoraveis para a transmissdo da parasitose, até o ano de 1995 haviam
sido registrados apenas 17 casos de dirofilariose humana (Kim et al., 2002; Rodrigues-Silva et

al., 1995).

2.2.3 Ciclo Biologico

O ciclo de vida da Dirofilaria immitis envolve um hospedeiro vertebrado e um
invertebrado (Geary, 2023). Os hospedeiros definitivos mais comuns, e de maior relevancia
clinica, sdo os canideos domésticos e selvagens; destes, os cdes domésticos se destacam
devido a maior susceptibilidade e pela forte associagdo vetorial (Bowman; Atkins, 2009). Os
gatos domésticos, por sua vez, ndo sdo considerados reservatorios importantes, sendo
considerados hospedeiros aberrantes (Levy et al., 2007). Os hospedeiros invertebrados, ou
seja, os vetores, sdo fémeas dos mosquitos dos géneros Aedes, Anopheles, Culex e Mansonia

(Cancrini et al., 2006).

Quando comparado a outros nematodeos, o ciclo da dirofilariose ¢ relativamente
longo, apresentando cerca de 9 meses para se completar (Young et al., 2025). Sua transmissao

se inicia quando fémeas de mosquitos vetores de diferentes géneros realizam o repasto
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sanguineo em hospedeiros vertebrados microfilarémicos e adquirem a fase larval 1 (L1). Em
seguida, apos aproximadamente 10 dias de infec¢do, as microfildrias evoluem para a segunda
fase larval (L2) nos tubulos de Malpighi do mosquito e, no 13° dia, ocorre a muda para a fase
larval 3 (L3) (Savadelis et al., 2017). A taxa de desenvolvimento larval tem intima relagdo
com a temperatura, sendo necessario que o mosquito esteja exposto a temperatura ambiente
de 27°C e umidade relativa de 80% para o desenvolvimento ideal, havendo interrupg¢do do

processo quando a temperatura fica abaixo de 14°C (Lichtenfels et al., 1985).

Apo6s 17 dias de infecgdo, o estagio L3, que corresponde a forma larval infectante,
migra para a cabega e aparelho bucal do mosquito (Young et al., 2025). No momento da
alimentacdo dos vetores previamente portadores da forma larval infectante L3, ocorre a
transmissdo para hospedeiros vertebrados saudaveis por meio da liberagdo de hemolinfa
contaminada na sua pele (Savadelis et al., 2017). A L3 penetra o hospedeiro definitivo por
meio da ferida deixada pelo mosquito e continua a se desenvolver no tecido subcutaneo,
adiposo ou muscular do hospedeiro, passando para a quarta fase larval (L4) e atingindo a
quinta fase larval (L5), sendo esta considerada a fase de vermes juvenis ou imaturos
(Savadelis et al., 2017). Essa mudanga de estagio de L3 para L4 e de L4 a L5 leve cerca de 12
e 50 dias apo6s infeccao do hospedeiro definitivo, respectivamente (Bowman; Atkins, 2009;

Lichtenfels et al., 1985).

Os parasitas imaturos apresentam cerca de 1 a 2 cm de comprimento e migram pela
corrente sanguinea até alcancgar a artéria pulmonar (Otto; Jackson, 1969). Apos 120 dias da
infec¢do, ocorre a maturacao final e eles passam a ser sexualmente maduros; a partir dai,
reproduzem e liberam microfilarias na circulagdo sanguinea (Bowman; Drake, 2017). Quando
adultos, esses parasitas podem atingir de 15 a 35 cm de comprimento (Nelson; Johnson,
2024). Nos caes, aproximadamente 75% das larvas infectantes amadurecem em adultos e t€m
uma expectativa de vida de 7 anos, enquanto nos gatos, a maioria das larvas infectantes nao

atinge a fase adulta e, quando amadurecem, vivem em média 4 anos (Delamarter, 2024).

2.2.4 Fisiopatologia e Sinais Clinicos

A dirofilariose ¢ caracterizada por seu processo inflamatorio cardiopulmonar
desencadeado pelos parasitas adultos e pela presenca de microfilarias circulantes (Dillon,
1998). A gravidade da lesdo tem intima relagdo com a idade, resposta imunoldgica, carga

parasitaria e doencas concomitantes do hospedeiro (Hoch; Strickland, 2008). Além disso,
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existe uma relagdo simbidtica entre a bactéria gram-negativa Wolbachia pipientis e D. immitis
e, juntas, desempenham um importante papel na resposta imunolédgica do hospedeiro (McCall

etal., 2008).

Estudos sugerem que a relacdo simbiotica da bactéria Wolbachia pipientis se
estabelece quando esta fornece subsidios para a embriogénese e a mudanca de fase das filarias
(Bandi et al., 2001), enquanto as filarias fornecem aminoacidos para o crescimento bacteriano
(Foster et al., 2005). As Wolbachias t€m sua transmissao estabelecida maternalmente, sendo
encontradas em todos os estdgios do desenvolvimento larval (Dingman et al., 2010). Por isso,
apoia-se a hipotese que essa relacdo simbiotica ¢ fundamental para o desenvolvimento das
filarias no hospedeiro vertebrado e para a manutencao de vermes adultos (McGarry; Egerton;

Taylor, 2004).

A progressdao da Dirofilariose no hospedeiro vertebrado ocorre de forma cronica
(Simon et al., 2007). As primeiras lesdes ocorrem quando os vermes adultos alcancam as
artérias pulmonares e arteriolas, liberando substancias toxicas e, consequentemente,
desenvolvendo uma reacao inflamatoria vascular devido ao contato dessas toxinas com as
células endoteliais na tOnica intima, resultando no estreitamento vascular e endarterite
(Symeonidou et al., 2024). Ademais, os espacos intercelulares aumentam, as células perdem

sua conformacao e tém perda da elasticidade arterial (Kaiser et al., 1989; Venco et al., 2011).

Outro fator importante corresponde ao surgimento de vilosidades induzidas pela
prolifera¢do de células musculares lisas na tinica média vascular (Anvari et al., 2020). Essas
vilosidades presentes na parede arterial, com aparéncia aspera e aveludada, causam redugao
do limen e da complacéncia arterial e sua gravidade esta relacionada ao tempo de infecgao,

carga parasitaria e resposta imunologica (Luigi, 2020; Venco et al., 2011).

Doencgas pulmonares surgem em resposta as alteragdes vasculares, como edema e
inflamagdo do parénquima pulmonar (Calvert; Rawlings, 1985). Ademais, a hipertensao
pulmonar também pode surgir concomitante a progressdo cronica da parasitose, podendo se
agravar e desencadear sobrecarga do lado direito do coracdo e sindrome da veia cava

(Abramowsky et al., 1981).

A formagdo de complexos antigeno-anticorpo como resposta aos parasitas junto ao
quadro congestivo cardiaco pode resultar em glomerulonefrite membranosa (Calvert, 1987).

As lesdes renais podem progredir para proteinuria, insuficiéncia renal, azotemia e resultar em
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nefrose grave (Grauer et al., 1987; Klei; Crowell; Thompson, 1974). Os vermes adultos
também podem migrar de forma aberrante e alcangar tecidos como a medula espinhal,

cérebro, parénquima hepatico, cavidade peritoneal, globo ocular e pele (Simon et al., 2012).

Os sinais clinicos normalmente tém evolucao cronica, podendo levar de meses a anos
apos a infecgdo para aparecer e tém intima relagdo com a carga parasitaria, resposta individual
e esforco fisico dos individuos acometidos (Confer et al., 1983). O sinal clinico que surge
primeiro ¢ ¢ mais relatado nos cdes ¢ tosse cronica, persistente e improdutiva, que se acentua
diante de atividade fisica. Com isso, alguns pacientes apresentam intolerancia ao exercicio e

fraqueza (Venco; Marchesotti; Manzocchi, 2015).

Animais infectados também podem apresentar hemoptise, epistaxe e hemorragia
pulmonar; quanto mais o quadro se agrava, maiores sdo as chances de evoluir para choque
hipovolémico (Reinero et al., 2020). A medida que a carga parasitaria aumenta a insuficiéncia
cardiaca congestiva tende a se desenvolver e, junto a ela, surgem ascite, efusdo pleural, efusdo
pericardica e edema periférico. Ademais, também podem ocorrer ingurgitacio venosa e

sindrome da veia cava (Atkins; Keene; McGuirk, 1988; Strickland, 1998).

Uma manifestagdo clinica incomum da Dirofilariose canina ¢ a expectoracao
hemoptoica associada a presenga de formas adultas do parasita (Rishniw et al., 2012). Por
fim, a morte subita, por mais que seja um evento raro, pode vir a ocorrer como consequéncia
de insuficiéncia cardiorrespiratoria e tromboembolismo grave (Taweethavonsawat et al.,

2022).

2.2.5 Diagnostico

O diagnostico de dirofilariose inicia-se com a suspeita clinica, baseada nos sinais
clinicos da disfungdo cardiopulmonar e na visualizagdo de microfilarias na circulagdo
sanguinea como forma de triagem, as quais podem ser observadas por meio de esfregaco
sanguineo, técnica modificada de Knott (Newton; Wright, 1956) e filtracdo de miliporos
(Thabet; Knoernschild, 1960). O diagndstico definitivo € realizado por meio das técnicas de
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) que detectam os antigenos dos vermes adultos
circulantes, sendo estes considerados testes de alta sensibilidade, rapidos e facil realizagao

(Fox et al., 1986).
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Os testes ELISA de dirofilariose t€m como caracteristica a detec¢do qualitativa dos
seus antigenos, seja no sangue total, soro ou plasma (Genchi et al., 2018). Atualmente, esses
testes sao capazes de detectar infecgdes com a presenca de apenas um parasita adulto,
independente do sexo, pois identificam peptideos antigénicos de 14 kDa da superficie. Antes,
os testes detectavam apenas antigenos oriundos do utero das fémeas (Liu et al., 2018).
Enquanto os testes imunocromatograficos sao influenciados pela carga parasitaria e sexo do

parasita (Genchi et al., 2018).

Por mais que a detecg¢do de antigeno seja um método de alta sensibilidade, recomenda-
se associar seus resultados com técnicas de identificagdo morfologica de microfilarias, uma
vez que ha relatos da possibilidade de falso-negativo devido 4 infec¢do inicial, procedimento
mal realizado ou formagdo de complexos antigeno-anticorpo que dificultam a identificacao
antigénica pelos ensaios comerciais ¢ impedem o diagnostico correto (Velasquez et al., 2014).
Além disso, torna-se necessario a busca por microfilarias em casos de transmissao
transplacentaria e por meio de transfusdo sanguinea, ja que nesses casos o teste antigénico
encontra-se negativado (Todd; Howland, 1983). Nos casos em que o teste antigénico esteja
positivo e ndo haja deteccdo de microfilérias, o individuo ¢ amicrofilaremico (Atkins et al.,

2008).

O teste de Knott modificado ¢ o mais indicado para visualizagdo das microfilarias
(Zanfagnini et al., 2023). Essa técnica permite uma descrigdo morfologica detalhada,
fundamental para diferenciar Dirofilaria immitis de outras filarias (Aththanayaka et al., 2024).
Como alternativa, pode-se utilizar o teste de coloragdao pela fosfatase acida, que também
possibilita identificacdo e distingdo das espécies: enquanto as microfilarias D. immitis
apresenta coloracdo em dois polos, as D. repens coram apenas um (Maia et al., 2016). O
esfregaco sanguineo direto ¢ uma avaliacdo simples e de triagem, com baixa sensibilidade,
necessitando que o paciente esteja infectado com elevada carga parasitaria para ser detectado

(Ciuca et al., 2016).

Outra ferramenta diagnostica ¢ a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que se
baseia na amplificagdo do DNA das dirofilérias (Favia et al., 1997). Trata-se de um método de
alta sensibilidade e especificidade, capaz de detectar a presenca do parasita mesmo em baixas
quantidades (Gioia et al., 2010). Recentemente, por meio da PCR duplex em tempo real ¢
possivel detectar e diferenciar espécies de Dirofilaria immitis e Dirofilaria repens em

amostras sanguineas de cdes quanto em mosquitos (Latrofa et al., 2012). Outra vantagem
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dessa técnica ¢ a capacidade de identificar DNA parasitario mesmo nos casos que possam Vvir

a apresentar morfologia alterada (Favia et al., 1997).

Além dos métodos de diagnodstico mencionados, avaliagdes de imagem fornecem
informacodes relevantes sobre o estado clinico dos pacientes infectados (Maerz, 2020). Entre
esses exames destacam-se a radiografia tordcica e o ecocardiograma. Na radiografia toracica
ndo ¢ possivel fazer o diagnostico definitivo de dirofilariose, mas permite avaliar dilatagdo do
tronco pulmonar, aumento das artérias interlobares, cardiomegalia direita, alteragdes de
parénquima pulmonar e presenga de derrames pleurais, achados comuns em pacientes com

estagios mais avangados da doenca (Matos et al., 2023; Venco et al., 2011).

A ecocardiografia ¢ comprovadamente Util na visualizacdo de formas adultas de
Dirofilaria immitis, permitindo visualizar estruturas no formato de duas linhas
hiperecogénicas paralelas (Corda et al., 2022). Esses parasitas podem ser observados no
tronco pulmonar principal, artérias pulmonares esquerda e direita, atrio direito e ventriculo
direito a depender da carga parasitaria (Atkins et al., 2008). E possivel, também, determinar a
gravidade da hipertensdo pulmonar, alteracdes na morfologia cardiaca e insuficiéncias
valvares (Falcon-Cordon et al., 2024). A carga parasitaria, as alteragdes morfologicas e a
hipertensdo pulmonar sao fatores importantes para a classificagdo da doenca, determinacao do

tratamento e estabelecimento do prognostico (Bowman; Atkins, 2009).

Nas situagdes que ndo tem concordancia nos resultados, como por exemplo um teste
antigénico positivo associado a ndo visualizagao de estruturas sugestivas de vermes adultos no
ecocardiograma, ou inversamente, quando tem teste antigénico negativo, mas ha visualizacdo
de estruturas compativeis com vermes adultos no ecocardiograma, apresentam um diagnéstico
mais desafiador. Isso pode ocorrer por baixa carga parasitaria, infeccdes imaturas ou presenca
de apenas vermes adultos machos (Atkins et al., 2008b). A visualizagdo de estruturas
sugestivas de vermes adultos na ecocardiografia associado a um resultado positivo no teste de

antigeno ¢ de alta sensibilidade e especificidade (Venco et al., 2008).
2.2.6 Tratamento e Profilaxia
O tratamento estabelecido para infecgdes de dirofilariose esta relacionado a gravidade

da doenca em que o paciente se encontra (Rajkovi¢ et al., 2023). O objetivo terapéutico

consiste em eliminar as diferentes fases do ciclo de vida do parasita, minimizando os riscos ao
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hospedeiro (Little et al., 2018). Nesse contexto, a American Heartworm Society (AHS, 2014)
por meio de suas diretrizes, recomenda que o tratamento seja baseado na eliminag¢do de
microfilarias circulantes, utilizando lactonas macrociclicas; eliminacdo da Wolbachia
pipientis através do uso do antibidtico doxiciclina (Nelson; Myrick; Nelson, 2017); e

eliminagdo das formas adultas, por meio de di-hidroclorato de melarsomina (Ames et al.,

2020).

Nos casos mais graves, em que os caes apresentam alta carga parasitaria, ¢ indicado a
remoc¢do mecanica dos parasitas adultas por meio de acesso cirtrgico, realizando-se
venotomia da veia jugular direita com uso de forceps flexiveis para extracdo das formas
adultas do parasita no tronco pulmonar e das camaras cardiacas direitas, utilizando a
fluoroscopia como método de orientacdo (Alho et al., 2016). Essa abordagem ¢ indicada para
minimizar os riscos de tromboembolismo pulmonar com o uso unico de terapia adulticida

(Taweethavonsawat et al., 2022).

Prevenir a dirofilariose ¢ fundamental em regides endémicas. Quando feito de forma
adequada, a profilaxia pode apresentar eficacia proxima a 100% (Hoch; Strickland, 2008). A
AHS recomenda a administragdo de medicagdes profilaticas mensalmente, utilizagdo de
repelentes, bem como a testagem anual de todos os cdes (Reinero et al., 2020). A classe das
lactonas macrociclicas sdo o grupo farmacoldgico de eleicdo utilizado na profilaxia de

dirofilariose (Riepl, 2024).

2.3 HIPERTENSAO PULMONAR

A hipertensdo pulmonar (HP) ¢ caracterizada pelo aumento da pressdo na
vascularizagdo pulmonar, podendo fazer parte da fisiopatologia de diferentes doencas, sejam
cardiopulmonares ou sistémicas (Kellihan; Stepien, 2010). O American College of Veterinary
Internal Medicine (ACVIM) reuniu diretrizes que abordam estratégias para o diagnostico,
classificagdo, tratamento e monitoramento da hipertensdo pulmonar em caes (Reinero et al.,

2020).

A vascularizacdo pulmonar normal ¢ formada por artérias, veias e capilares de baixa
pressdo, baixa resisténcia e alta capacitancia (Pelosi et al., 2013). Fisiologicamente, o
ventriculo direito ejeta sangue para o tronco pulmonar e, logo em seguida, ¢ direcionado para

as artérias pulmonares direita e esquerda (Maier et al., 1984). A pressdo nesses vasos ¢
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regulada por uma vasta rede de capilares pulmonares que acomoda o grande fluxo sanguineo
proveniente das artérias pulmonares (Maron; Dawson, 1980). Apos a troca gasosa, o sangue
oxigenado retorna ao coracdo por meio das veias pulmonares, que direcionam o fluxo

sanguineo para o atrio esquerdo (Augustine et al., 2018).

Por diversos motivos, a homeostase do fluxo sanguineo pulmonar pode ser alterado,
levando ao aumento da pressao do fluxo sanguineo pulmonar, aumento da resisténcia da
vascularizagdo pulmonar ou aumento da pressdo venosa pulmonar (Studley et al., 2003). No
contexto da dirofilariose, a hipertensdo pulmonar ¢ uma complicagdo resultante da inflamagao
endotelial, obstru¢do vascular e remodelamento das artérias pulmonares ocasionadas pela

presenca de vermes adultos na circulagdo pulmonar (Calvert; Rawlings, 1985).

Os sinais clinicos sugestivos de hipertensao pulmonar em caes incluem taquipneia em
repouso, esforco respiratorio e mucosas cianoticas (Murata, 2021). Sincope sem causa
identificada e insuficiéncia cardiaca direita com sinais de ascite cardiogé€nicas sao
considerados achados clinicos com fortes indicios de hipertensdo pulmonar em caes (Ogawa
et al., 2022). O método de diagndstico padrdo para hipertensdo pulmonar € a avaliagdo direta
da pressdo arterial pulmonar por cateterismo cardiaco direito (Latimer; Layne; Payne, 2024).
No entanto, parametros ecocardiograficos servem de apoio diagndstico e permite identificagao
de condi¢des subjacentes associadas a doenga (Abbott; Gentile-Solomon, 2017; Yuchi et al.,

2023).

A avaliagdo ecocardiografica de HP baseia-se na identifica¢do das alteragdes cardiacas
secundarias a doenga e estimando a pressdo pulmonar por meio de pardmetro fornecidos pelo
Doppler (Yuchi et al., 2023). Durante o exame ecocardiografico, avalia-se sitios anatomicos

para, em seguida, estabelecer uma probabilidade da presenca de HP (Reinero et al., 2020).

No sitio anatdomico 1 analisa o ventriculo, incluindo o achatamento do septo
interventricular, didmetro ventricular e disfungao sistolica (Abbott; Gentile-Solomon, 2017); o
sitio anatomico 2 esta relacionado a avaliagdo da artéria pulmonar, relagdo com
pulmonar:aorta, velocidade da regurgitacdo pulmonar, indice de distensibilidade da artéria
pulmonar direita e fluxo da via de saida do ventriculo direito no sitio anatdmico 3 envolve a
avalia¢do do alargamento atrial direito e veia cava caudal (Reinero et al., 2020; Vezzosi et al.,

2018)
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A ecocardiografia, como mencionado, direciona sobre a probabilidade do paciente vir
a desenvolver HP, a qual classifica em baixa, intermedidria ou alta com base na associagdo
entre velocidade de regurgitagdo tricispide e no niumero de sitios anatomicos acometidos. A
probabilidade ¢ baixa quando a regurgitacdo tricispide ¢ inferior a 3 m/s e ha no méaximo 1
sitio anatomico acometido; intermediario ¢ considerado quando a regurgitagdo em tricispide ¢
inferior que 3 m/s e apresenta 2 sitios anatomicos afetados, entre 3 a 3,4 m/s com 1 sitio
anatomico acometido ou ¢ superior a 3,4 m/s sem alteragdo em sitio anatomico; ou alto,
quando tem mais de 3 sitios anatdmico acometidos e auséncia/baixa regurgitagdo em
tricispide, regurgitacdo de até 3,4 m/s associado a 2 sitios alterados ou regurgitacdo superior

que 3,4 m/s com 1 ou mais sitios anatdomicos alterados (Reinero et al., 2020b).

Ap6s diagnosticada, o tratamento da hipertensdo pulmonar consiste em abordagens e
estratégias voltadas a reduzir os riscos de progressao da doenga e, consequentemente, de suas
complicacdes (Preston et al., 2024). A terapéutica ¢ baseada no nivel de evidéncia, o grau de
comprometimento clinico e probabilidade ecocardiografica de HP (Auth; Klinger, 2023). No
entanto, as recomendacdes comuns a todos os pacientes incluem restricdio de exercicios
fisicos, prevencgdo de agentes infecciosos e parasitarios, evitar grandes altitudes e a realizagdo

de anestesia para procedimentos eletivos (Reinero et al., 2020).

2.4 BIOMARCADORES CARDIACOS

A avaliagdo cardioldgica na clinica de caes e gatos ¢ desafiadora, uma vez que, em
muitas casos, 0 historico clinico ¢ inespecifico, a ausculta cardiaca para detec¢do e
classificagdo do grau de regurgitacdo ndo ¢ confidvel devido as condigdes do paciente,
alteragdes pulmonares concomitantes podem superestimar ou subestimar a interpretagdo dos
achados radiograficos; e o exame de ecocardiografico nem sempre estd disponivel, além de ter
custo relativamente alto (Szpinda et al., 2023). Por isso, a dosagem de biomarcadores
cardiacos surge como uma alternativa complementar para o estadiamento das doencas

cardiacas e a caracterizacao de lesdes teciduais (Oyama et al., 2008).

Os biomarcadores sdo substancias presentes no organismo, muitas vezes especificas de
determinados 6rgaos e liberados de acordo com o dano tecidual no decorrer da doenga (Califf,
2018). Um bom biomarcador fornece informagdes para o diagnostico, progndstico e resposta
terapeutica de forma relativamente rapida quando comparado a outros métodos de diagnostico

(Dobbin et al., 2016). Na clinica de pequenos animais, a dosagem de biomarcadores
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sanguineos para a avaliagdo de colestase e danos renais, por meio da gama-glutamil
transferase (Gerussi et al., 2021) e creatinina (Schrezenmeier et al., 2017), respectivamente, ja

¢ rotineiro.

Os biomarcadores cardiacos indicam lesdes estruturais € funcionais do miocardio,
sendo muito utilizado como auxilio diagnoéstico na medicina humana (Maisel; Bhalla;
Braunwald, 2006). Contudo, na medicina veterinaria, seu uso ainda ¢ limitado devido a
padronizacdo das mensuragdes, que ainda estdo em desenvolvimento. Os dois biomarcadores
cardiacos mais utilizados na clinica de pequenos animais sdo a troponina I cardiaca (cTnl)
(Dutton et al., 2018) e os peptideos natriuréticos do tipo B (BNP) por apresentarem mais

estudos (Chanmongkolpanit et al., 2024).

O BNP ¢ o seu precursor, o proBNP, sao hormonios natriuréticos produzidos pelo
miocardio (Hall, 2005). Em situacdes de estresse hemodindmico ou alongamento da
musculatura cardiaca, aumenta-se a produ¢ao de proBNP, o qual desencadeia a vasodilatagao
e efeitos natriuréticos (Hall, 2004). Nos humanos, os estudos com essa substancia sdo
importantes para diferenciar alteracdes de origem cardiaca ou respiratoria (Roubinian et al.,
2020). O seu aumento tem correlagdo positiva com achados radiograficos e ecocardiograficos

em caes, refletindo o grau de comprometimento cardiaco (Connolly et al., 2008).

Em pacientes com dirofilariose diagnosticada e com evolugdo para lesdes
cardiopulmonares, ja existem ensaios clinicos demonstrando alteragdes nos biomarcadores
cardiacos (Carreton; Morchon; Montoya-Alonso, 2017). Entre esses estudos, destaca-se a
mensuracdo de dimero D como marcador de tromboembolismo pulmonar, com notéavel
aumento durante o tratamento adulticida (Kearon et al., 2022). A troponina I (Carreton et al.,
2013), a mioglobina (Carretén et al., 2012) e proBNP (Costa-Rodriguez et al., 2023) também
ja foi mensurado em caes com dirofilariose, demonstrando importante aumento nos casos de

insuficiéncia cardiaca e lesdo miocardica, bem como reducdo apods estabelecido o tratamento.
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3 OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Relacionar sinais clinicos de cdes naturalmente infectados por Dirofilaria immitis e
suas cargas parasitdrias com niveis séricos do biomarcador cardiaco proBNP e exames de
imagem.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estabelecer relagdo entre os niveis de proBNP e exames de imagem com diferentes

sinais clinicos de caes infectados por D. immitis;

o Avaliar parametros radiograficos e ecocardiograficos de cdes com diferentes cargas

parasitarias de D. immitis e correlacionar com os niveis de proBNP; e

o Awvaliar fatores de risco associados a cdes naturalmente infec¢do por D. immitis no

municipio de Mossord-RN.
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Relationship between clinical signs, Dirofilaria immitis parasitic burden, serum NT-

proBNP concentrations, and imaging findings in dogs.

Relagdo entre sinais clinicos, carga parasitaria de Dirofilaria immitis, concentracdes séricas de

NT-proBNP e achados de exames de imagem em caes.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the relationship between clinical signs and
different parasite burdens in dogs with heartworm disease and serum NT-proBNP
concentrations and imaging findings. A prospective study evaluated 30 dogs infected with
Dirofilaria immitis and five healthy control dogs. All animals underwent clinical examination,
echocardiography, thoracic radiography, and measurement of serum NT-proBNP levels. Dogs
were classified according to clinical severity as established by the American Heartworm
Society (AHS) and pulmonary hypertension according to the American College of Veterinary
Internal Medicine (ACVIM) guidelines. Data were statistically analyzed using ANOVA,
multiple comparison tests, and Spearman correlation analysis. Older dogs were the most
affected. Among infected dogs, a higher proportion of females was observed (56.6%), with a
mean age of 8.5 + 3.62 years. According to the AHS clinical classification, 30.0% presented
mild clinical signs, 33.3% moderate, 33.3% severe, and 3.3% vena cava syndrome.
Microfilaremia was detected in 66.7% of the infected dogs. Parasite burden was
predominantly low (70.0%), followed by high (20.0%) and moderate (10.0%). A significant
increase in the left atrium-to-aorta ratio (LA/Ao) was observed in dogs with moderate parasite
burden and in groups with severe clinical signs (p < 0.05). The pulmonary artery-to-
pulmonary vein ratio (PA/PV) showed a significant increase across different parasite burdens
and in dogs with moderate and severe clinical signs. The pulmonary artery distensibility index
was significantly reduced only in dogs with severe clinical signs. Serum NT-proBNP
concentrations were significantly increased in dogs with severe clinical signs. These findings
indicate that the integrated assessment of serum biomarkers, echocardiography, and thoracic
radiography constitutes an effective approach for early detection, severity stratification, and
monitoring of canine heartworm disease, contributing to improved clinical management and a
better understanding of the cardiovascular and pulmonary progression associated with the
infection.

Keywords: Parasitology; biomarkers; heartworm; pulmonary hypertension.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo entre os sinais clinicos e diferentes cargas
parasitarias em caes com dirofilariose, bem como as concentragdes séricas de NT-proBNP e
achados de imagem. Um estudo prospectivo avaliou 30 cades infectados com Dirofilaria
immitis e cinco cdes saudaveis como grupo controle. Todos os animais foram submetidos a
exame clinico, ecocardiografia, radiografia toracica e dosagem sérica de NT-proBNP. Os caes
foram classificados de acordo com a gravidade clinica, conforme estabelecido pela American
Heartworm Society (AHS), e quanto a hipertensdo pulmonar, de acordo com as diretrizes do
American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM). Os dados foram analisados

estatisticamente por meio de ANOVA, testes de comparagdo multipla e andlise de correlagdo
de Spearman. Os cdes mais velhos foram os mais afetados. Entre os cdes infectados,
observou-se uma maior propor¢do de fémeas (56,6%), com idade média de 8,5 + 3,62 anos.
De acordo com a classificagdo clinica da AHS, 30,0% apresentaram sinais clinicos leves,
33,3% moderados, 33,3% graves e 3,3% sindrome da veia cava. A microfilaremia foi
detectada em 66,7% dos cdes infectados. A carga parasitaria foi predominantemente baixa
(70,0%), seguida por alta (20,0%) e moderada (10,0%). Um aumento significativo na relagdo
atrio esquerdo/aorta (AE/Ao) foi observado em caes com carga parasitaria moderada e em
grupos com sinais clinicos graves (p < 0,05). A relacdo artéria pulmonar/veia pulmonar
(AP/VP) apresentou um aumento significativo em diferentes cargas parasitarias e em caes
com sinais clinicos moderados e graves. O indice de distensibilidade da artéria pulmonar foi
significativamente reduzido apenas em cdes com sinais clinicos graves. As concentragdes
séricas de NT-proBNP estavam significativamente aumentadas em caes com sinais clinicos
graves. Esses achados indicam que a avaliagdo integrada de biomarcadores séricos,
ecocardiografia e radiografia tordcica constitui uma abordagem eficaz para a deteccdo
precoce, estratificacdo da gravidade e monitoramento da dirofilariose canina, contribuindo
para um melhor manejo clinico e uma melhor compreensao da progressao cardiovascular e
pulmonar associada a infec¢ao.

Palavras-chave: Parasitologia; biomarcadores; verme do coragdo, hipertensdo pulmonar.

Introducio

A dirofilariose ¢ uma doenca parasitaria ocasionada por nematoides filarideos da

espécie Dirofilaria immitis, transmitida por vetores infectados e com distribuicdo mundial
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(Dimzas et al., 2024). Seus hospedeiros definitivos s3o canideos domésticos e selvagens,
embora possa acometer felinos e ocasionalmente seres humanos, por isso sua importancia

zoonotica (Hattendorf; Liihken, 2025; Moraes et al., 2021).

As formas adultas do parasita t€ém como caracteristica o acometimento das artérias
pulmonares ocasionando processos inflamatorios em nivel celular, formacdo de vilosidades e
endarterite desde o primeiro contato (Pinto et al., 1998). Essas circunstancias desencadeiam
rigidez arterial e aumento da resisténcia vascular devido a reducao da elasticidade vascular,
podendo resultar em hipertensdo pulmonar (HP) e, em estdgios mais avancados, insuficiéncia

cardiaca direita e comprometimento de 6rgaos relacionados (Falcon-Cordon et al., 2019).

Os caes infectados podem ser assintomaticos ou apresentar tosse discreta nos estagios
iniciais, enquanto infec¢des graves podem evoluir para quadros respiratorios intensos, ascite,
sincope e sindrome da veia cava (Xavier et al., 2021). A resisténcia vascular periférica
associada a doenga pulmonar vascular ¢ definida como hipertensao pulmonar pré-capilar que
constitui um estagio fisiopatologico relativamente frequente em caes com dirofilariose

(Lemos et al., 2022).

O diagnéstico definitivo de HP ¢ realizado por meio da mensuragdo da pressao arterial
pulmonar sistolica, obtida por meio do cateterismo cardiaco direito; entretanto, na rotina
clinica, o ecocardiograma representa um bom método indireto, apesar de apresentar limitagdes
(Poser; Guglielmini, 2016). Por esse motivo, métodos ndo invasivos € com boa precisdo para
o diagndstico de HP vém sendo estudados, entre eles os biomarcadores cardiacos

(Lichtenberger et al., 2024).

Os biomarcadores sdo estruturas bioldgicas presentes no organismo cuja mensuragao
permite indicar uma condi¢do normal ou anormal na satde do individuo (Ahmad; Imran;
Ahsan, 2023). Entre eles, os niveis séricos de peptideo natriurético tipo B N-terminal (NT-
proBNP) j& foram avaliados em cdes e t€ém como caracteristica a liberacdo na circulacdo
sanguinea em resposta ao alongamento dos cardiomidcitos ventriculares (Costa-Rodriguez et
al., 2023). Sua meia-vida ¢ relativamente longa quando comparado a sua forma ativa, motivo
pelo qual sua mensuragdo vem sendo utilizada como substituto desta (Kroll; Twomey;

Srisawasdi, 2007).

A concentracdo sérica de NT-proBNP representa um bom preditor para o diagnostico e
monitoramento da insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (Balion et al., 2006) e da disfuncao

miocardica (Oyama et al., 2008). Isso ocorre em razao do ventriculo esquerdo ser a principal
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fonte de estimulo para a liberagdo do BNP (Omland; Hagve, 2009) em quadros de HP pos-
capilar, associado a regurgitacao mitral grave, bem como em caes com hipertensdo pulmonar
devido a dirofilariose (Costa et al., 2022). Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi avaliar
as concentragdes sé€ricas de NT-proBNP em caes naturalmente infectados por D. immitis € sua

relacdo com sinais clinicos, carga parasitaria e achados de imagem.

Material e Métodos

O estudo prospectivo foi realizado de outubro de 2025 a janeiro de 2026, incluindo 30
caes naturalmente infectados com dirofilariose e cinco caes saudaveis, sendo este o grupo
controle, atendidos no Hospital Veterinario Paulo Fernando Cisneiros da Costa Reis da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), localizado no municipio de Mossord,
Rio Grande do Norte, Brasil (5°100'S, 37°100'W), considerado uma regido endémica (Moraes
et al., 2021a). O Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA aprovou os
protocolos experimentais e os procedimentos adotados para o cuidado dos animais (Processo

n° 47/2025).

Os caes passaram por um questiondrio epidemiologico, anamnese ¢ exame fisico,
sendo posteriormente classificados em leve, moderado, grave e sindrome da veia cava,
conforme o sumario de sinais clinicos estabelecido pela American Heartworm Society (AHS,
2020) como apresentado no Quadro 1. O diagndstico de dirofilariose foi realizado por meio de
teste imunocromatografico (Dirofilariose Ag Test Kit ALERE®), de acordo com as
recomendacdes do fabricante e a presenca ou auséncia de microfildrias circulantes foi

avaliado pelo teste de Knott modificado..

Quadro 1. Classificagdo de sinais clinicos da dirofilariose canina.

Leve Assintomatico ou apresentando tosse.

Moderado Tosse, intolerancia ao exercicio, presenga de sons anormais nos
pulmoes.

Grave Tosse, intolerancia ao exercicio, dispneia, sons anormais no

coracdo e nos pulmdes, hepatomegalia, sincope (perda temporaria
da consciéncia devido a diminui¢do do fluxo sanguineo para o
cérebro), ascites (acumulo de fluido na cavidade abdominal),
morte.

Sindrome da Aparecimento subito de letargia e fraqueza, acompanhado de
veia cava hemoglobinemia e hemoglobintria.
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Fonte: AHS, 2020

Os critérios de inclusdo compreenderam cdes sem profilaxia prévia contra
dirofilariose, com consentimento dos tutores para participacdo no estudo e residentes no
municipio de Mossor6. Foram excluidos caes portadores de outras comorbidades detectadas
por meio de historico clinico, exames complementares hematologico e de imagem e caes com
valor normalizado de ventriculo esquerdo em diastole > 1,7. Idade, raca e sexo nao foram

considerados critérios de exclusao.

Todos os caes foram submetidos a exame ecocardiografico utilizando equipamento
M6 Vet Mindray®, com transdutor setorial multifrequencial e Doppler colorido e espectral.
Os pacientes foram posicionados em decubito lateral direito e esquerdo, sem necessidade de
sedacdo e as avaliagdes das camaras cardiacas esquerdas e direitas foram realizadas de acordo

com as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Cardiologia Veterinaria (2024).

Em decubito lateral direito, no corte longitudinal, foram avaliadas valva mitral e a
morfologia das camaras cardiacas. No corte transversal, foram avaliadas a rela¢do atrio
esquerdo/aorta, considerando-se como valor de referéncia < 1,6; o indice de distensibilidade
de artéria pulmonar direita (RPAD), com valores normais descritos acima de 29% (Serrano-
Parrefio et al., 2017; Visser et al., 2016), a relagdo tronco pulmonar/aorta (TP:Ao), cujo valor
de referéncia ¢ < 1,0-1,1; além da avaliacdo da valva pulmonar e da velocidade do fluxo da
artéria pulmonar. Em decubito lateral esquerdo, no corte apical quatro camaras, foram
avaliadas a fun¢do diastolica, a presenga de regurgitacdo da valva mitral, a excursdo sistolica
do plano anular mitral (MAPSE), a velocidade de artéria aorta, a regurgitagdo de fluxo

sistolico de valva tricuspide e excursao sistolica do plano anular trictspide (TAPSE).

A presenca ou auséncia de HP foi analisada seguindo as diretrizes do American
College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) (Reinero et al., 2020). A carga parasitaria
foi determinada por meio de avaliagdo ecocardiografica, com paciente em decubito lateral
direita, corte transversal individualizado do tronco pulmonar. A classificagdo da carga
parasitaria em baixa, média ou alta foi realizada de acordo com os locais de visualiza¢do das
estruturas sugestivas de vermes adultos, conforme ja estabelecidas anteriormente (Buchanan;

Biicheler, 1995; Venco et al., 2003).

\

Todos os caes foram submetidos a radiografia da cavidade toracica nas projecdes

lateral direita, lateral esquerda, ventrodorsal e dorsoventral para avaliagdo qualitativa do
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parénquima pulmonar e quantitativamente da silhueta cardiaca por meio do Vertebral Heart
Size (VHS) (Buchanan; Biicheler, 1995), bem como a razao entre os didmetros das artérias e
das veias pulmonares caudais (CaPA/CaPV), com o objetivo de avaliar indicios de HP,
considerada normal abaixo de 1,0 (Lee; Choi, 2023a). Todas as imagens e medidas foram
analisados por dois avaliadores utilizando o programa RadiAnt DICOM ViewerTM 2021.2.2.
O equipamento utilizado foi um detector digital direto PIXX1717 ABLA® e o emissor
VET500 XRAD®.

As concentragdes de NT-proBNP de todos os caes foram mensuradas apos coleta de
sangue por meio de venopuncao de veia cefélica, armazenado em tubo e centrifugado logo em
seguida por 10 minutos. O soro foi extraido e analisado em até 2 horas apds a coleta por meio
de um analisador de imunocromatografia VCHECK (Bionote, Big Lake, MN, EUA),
previamente validado para a espécie canina. Os valores de referéncia para caes saudaveis,
susceptiveis e anormais foram previamente estabelecidos pelo fabricante, sendo considerados
normais valores < 900 pmol/L, susceptiveis entre 900 a 1800 pmol/L e anormais > 1800

pmol/L (Harr et al., 2022).

A andlise estatistica foi realizada considerando os dados obtidos dos 35 caes avaliados
utilizando software comercial GraphPad Prism versdao 9.3.0 (GraphPad Software, Boston,
Massachusetts, USA, www.graphpad.com). As variaveis categéricas (sexo, sinais clinicos,
carga parasitaria, microfilaremia) foram expressas em frequéncias e porcentagens, conforme
apropriado. A comparacdo dos pardmetros ecocardiograficos, radiograficos e das
concentracgoes séricas de NT-proBNP entre os diferentes grupos de carga parasitaria e entre os
grupos de sinais clinicos foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA), seguida do
teste de comparacdes multiplas de Tukey para comparacdo entre todos os grupos e do teste de
Dunnett para comparacdo dos grupos experimentais em relacdo ao grupo controle. A
correlagdo entre as concentracdes séricas de NT-proBNP e o indice de distensibilidade foi
avaliada por meio do teste de correlagdo de Spearman (p). Em todas as andlises, adotou-se

nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
Resultados

Todos os animais foram submetidos a exame clinico, andlise hematoldgica, exame de
imagem e mensura¢ao dos niveis séricos de NT-proBNP. Dos caes infectados, observou-se

maior propor¢ao de fémeas (17/30) em relacao aos machos (13/30), correspondendo a 56,6%
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e 43,3%, respectivamente. A idade média dos cdes infectados foi de 8,5 anos (DP £3,62),

variando entre 1 a 15 anos.

Os caes estudados tinham responsaveis legais, os quais todos desconheciam sobre
métodos de prevengao da dirofilariose canina. A classificagdo dos caes infectados, de acordo
com os sinais clinicos estabelecidos pela American Heartworm Society (AHS), demonstrou
que 9/30 (30,0%) foram considerados com sinais clinicos leves, 10/30 (33,3%) apresentaram
sinais clinicos moderados, 10/30 (33,3%) sinais clinicos graves e 1/30 (3,3%) encontrava-se

em estagio mais avangado, caracterizado pela sindrome da veia cava.

A microfilaremia foi observada em 20/30 (66,7%) dos caes infectados. Quando
analisada a prevaléncia nos diferentes grupos clinicos, verificou-se a presenca de microfilarias
em 9/9 (100%) dos caes com sinais clinicos leves, 4/10 (40,0%) dos cdes com sinais clinicos
moderados, 6/10 (60,0%) dos cdes com sinais clinicos graves e em 1/1 (100%) do cdo com
sindrome da veia cava. A andlise ecocardiografica considerou a carga parasitaria foi
considerada baixa em 21/30 (70,0%), moderada em 3/30 (10,0%) e alta em 6/30 (20,0%) nos

cdes infectados.

Ao considerar a carga parasitaria de acordo com a classificagdo clinica, observou-se
que, no grupo com sinais clinicos leves todos os cdes apresentaram baixa carga parasitaria 9/9
(100%); no grupo com sinais clinicos moderados 7/10 (70,0%) apresentaram baixa carga
parasitaria, 1/10 (10,0%) carga moderada e 2/10 (20,0%) alta; entre os cdes com sinais
clinicos graves, 5/10 (50,0%) apresentaram baixa carga parasitaria, 1/10 (10,0%) carga
moderada e 4/10 (40,0%) alta carga. No grupo com sindrome da veia cava, o Unico animal

avaliado apresentou carga parasitaria moderada.

Quando comparado as cargas parasitarias e a relagdo atrio esquerdo / aorta (AE/Ao)
estabelecida pelo ecodopplercardiograma, observou-se um aumento da relagdo AE/Ao de
forma linear entre o grupo controle, carga parasitaria baixa e moderada. Os cdes com carga
parasitaria moderada apresentaram valores de AE/Ao significativamente maiores em relagao
aos grupos controle e de carga baixa (p < 0,05). Nao foi observada diferenca estatistica
significativa no grupo com carga parasitaria alta e os demais. Ao comparar as diferentes
cargas parasitarias e as concentracdes séricas de NT-proBNP, notou-se que o grupo com carga
parasitdria moderada apresentou uma tendéncia a maiores concentragdes, embora sem

diferenca estatistica, conforme exposto na Tabela 1.
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236 No que diz respeito a relagdo CaPA/CaPV nas avalia¢des radiograficas, observou-se
237 um aumento significativo deste parametro nas diferentes cargas parasitirias em relagdo ao
238  grupo controle (p < 0,05). Os caes com carga parasitaria baixa e alta apresentaram valores
239  significativamente superior ao grupo controle. Embora o grupo de carga moderada tenha
240  apresentado média numérica superior ao controle e idéntica ao grupo de carga baixa, ndo
241  houve diferenga estatistica significante para este grupo, possivelmente devido ao tamanho

242  amostral reduzido (Tabela 1).

243 Quanto ao Indice de Distensibilidade da artéria pulmonar direita, foi observada uma
244  reducdo numérica dos valores das diferentes cargas parasitdrias em comparacdo ao grupo
245  controle. No entanto, essa reducdo ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre os
246  grupos estudados, sugerindo que, nesta amostra, a carga parasitaria nao influenciou de forma
247  determinante a distensibilidade vascular. A tabela 1 detalha as comparagdes entre as
248  diferentes cargas parasitarias e parametros ecocardiograficos, radiograficos e concentragdes

249  de NT-proBNP por meio do teste de comparagdes multiplas de Tukey (p < 0.05).

Tabela 1. Comparagdo dos parametros ecocardiograficos, radiograficos e das concentracdes de NT-

proBNP em caes com entre diferentes cargas parasitarias de dirofilarias naturalmente infectados.

Carga Parasitaria

Parametros

Controle (n =5) Baixa (n=21) Moderada (n =3) Alto (n = 6)
AFE/Aa 1,40 £ 0,04° 1,55+ 0,05? 2,06 +0,35° 1,66 + 0,09%
Ind. Dist. (%) 41,60+ 2,66 30,00+2,13 30,00 + 5,03 27,67+ 4,46
CaPA/CaPV 0,75+0,07° 1,09 + 0,05° 1,09 + 0,04® 1,17 +£0,15°
NT-proBNP 604,50 = 28,21 932,90 + 183,00  1893,00 + 483,60 973,90 + 323,80

Valores expressos em média + erro padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p < 0,05). AE/Ao, relagdo atrio esquerdo/aorta; Ind. Dist., indice de distensibilidade da artéria
pulmonar direita; CaPA/CaPV, relacdo entre artéria e veia pulmonar caudal. Carga parasitiria determinada pelo
ecocardiograma.

250

251 Ao avaliar os grupos de sinais clinicos, com exce¢do do grupo com sindrome da veia

252 cava devido a baixa amostragem, observou-se que os grupos controle, com sinais clinicos
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leves e moderados apresentaram médias distintas e progressivas da relacio AE/Ao, porém
sem diferenca estatisticamente significativa entre si. Em contraste, o grupo com sinais clinicos
graves apresentou aumento significativo da relagdo AE/Ao, conforme o teste de Tukey (p <
0,05), além de diferir do grupo controle de acordo com o teste de comparagdes multiplas de

Dunnett (p < 0,05) (Tabela 2).

O indice de distensibilidade da artéria pulmonar apresentou valores médios
semelhantes entre si nos grupos controle, com sinais clinicos leves e moderados. Em
contrapartida, o grupo com sinais clinicos graves apresentou reducdo significativa em relacao
aos demais grupos, conforme evidenciado pelo teste de Tukey (p < 0,05), além de diferir do
grupo controle segundo o teste de comparacdes multiplas de Dunnett. A relagdo CaPA/CaPV
apresentou aumento estatisticamente significativo nos grupos com sinais clinicos moderados e
graves, indicando progressdo das alteracdes vasculares associadas ao agravamento do quadro

clinico (Tabela 2).

Em relacdo as concentracdes séricas de NT-proBNP, observou-se que os grupos
controle, com sinais clinicos leves e moderados apresentaram valores médios semelhantes,
sem diferenga estatisticamente significativa entre si. Por outro lado, o grupo com sinais
clinicos graves apresentou aumento expressivo e estatisticamente significativo das
concentragdes de NT-proBNP, conforme demonstrado pelo teste de Tukey (p < 0,05), além de
diferir do grupo controle de acordo com o teste de comparagdes multiplas de Dunnett (Tabela

2).

Tabela 2. Comparacdo dos parametros ecocardiograficos, radiograficos e das concentragdes de NT-

proBNP entre os diferentes grupos de sinais clinicos de cdes naturalmente infectados por D.

immitis.
Sinais Clinicos
Parametros
Controle (n =5) Leve (n=9) Moderada (n = 10) Graves (n = 10)
AE/Aa 1,40 + 0,044 1,48 +0,06% 1,52 +0,06* 1,76 £ 0,088
Ind. Dist. (%) 41,60 & 2,66* 32,44 £3314 29,90 £ 3,484 27,10 + 2,688

CaPA/CaPV  0,75+0,074 1,07 £0,10* 1,08 £ 0,08" 1,16 £ 0,08
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NT-proBNP 604,50 + 28,214 604,90 +30,77*4 749,50 + 182,90** 1594,00 + 348,60°®

Valores expressos em média + erro padrio. Letras maitisculas nas linhas (A, B) indicam diferencas significativas entre o
grupo referéncia e demais grupos experimentais (Dunnett's multiple comparisons test, p < 0.05). Letras minusculas nas
linhas (a, b) indicam diferengas significativas entre os diferentes grupos experimentais (Tukey's multiple comparisons
test, p < 0.05). AE/Ao, relagdo atrio esquerdo/aorta; Ind. Dist., indice de distensibilidade da artéria pulmonar direita;
CaPA/CaPV, relagdo entre artéria e veia pulmonar caudal.
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Na andlise de correlacdo de Spearman, ndo foi observada correlagao estatisticamente
significativa entre as concentragdes de NT-proBNP e o indice de distensibilidade da artéria
pulmonar (p = —0,1969; p = 0,1285). Apesar disso, verificou-se uma tendéncia de correlagao
negativa entre o indice de distensibilidade da artéria pulmonar e as concentragdes de NT-

proBNP; entretanto, essa associacdo ndo atingiu significancia estatistica.

O tnico cao com quadro de sindrome da veia cava foi uma fémea, com 7 anos de
idade e que apresentou importante ascite e dispneia respiratdria. No ecocardiograma
apresentou moderada carga parasitaria, alta probabilidade de hipertensdo pulmonar, relagdo
AE/Ao aumentada e indice de distensibilidade reduzido (24%). Na radiografia, observou-se

CaPA/CaPV aumentado. E sua concentragdo sérica de NT-proBNP foi elevada.
Discussao

A répida formacao do grupo de caes infectados por Dirofilaria immitis nesse estudo
prospectivo reforca a ampla circulagdo do parasita na regido estudada, sendo importante um
estudo epidemiologico na regido, como os ja realizados em outras cidades proximas (Ahid,
Lourenco-de-Oliveira; Saraiva, 1999). Embora tenha sido identificada maior proporc¢ao de
fémeas entre os animais infectados, esse achado deve ser interpretado com cautela, uma vez
que a literatura ndo descreve consenso quanto a predisposi¢do por sexo (Scavo et al., 2022).
A faixa etaria média alta dos cdes infectados corrobora o entendimento de que a infec¢do por
D. immitis tende a se manifestar clinicamente em animais mais velhos, refletindo a progressao

lenta da doenga e a exposi¢ao continua ao longo da vida (Vieira et al., 2014).

A microfilaremia em 66,7% dos caes infectados estd de acordo com os achados
epidemioldgicos ja publicados, em que afirmam que a presenca de microfilarias pode variar
entre as diferentes populagdes de cdes com dirofilariose, sendo influenciado pela fase da
infeccdo e sensibilidade dos métodos de diagndsticos utilizados (Alberigi et al., 2023; Vieira
et al., 2014). Os achados também sugerem variagao na distribui¢do de microfilaremia entre os
diferentes estagios clinicos da dirofilariose, com menor frequéncia nos animais com sinais

moderados e maior nos extremos clinicos, o que sugere uma dindmica da microfilaremia
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influenciada pela resposta imune, idade dos parasitas ou em infec¢des ocultas ao longo do

desenvolvimento da doenga (Oleaga et al., 2009a, 2009).

A andlise da distribui¢do da carga parasitaria em relacdo a classificacao clinica sugere
que a progressao dos sinais clinicos na dirofilariose canina ndo depende exclusivamente do
numero de parasitas presentes, refletindo a natureza multifatorial dessa doenga (Lemos et al.,
2022). Enquanto todos os caes com sinais clinicos leves apresentaram carga parasitaria baixa,
nos grupos com sinais moderados e graves houve maior heterogeneidade. Isso esta de acordo
com o entendimento de que a gravidade clinica ¢ influenciada por fatores como a duragdo da
infec¢do, as respostas do hospedeiro ao parasita, lesdes vasculares e o comprometimento
cardiaco, e ndo exclusivamente pelo numero de vermes adultos ou microfilarias circulantes

(Polizopoulou et al., 2000).

A relagdo AE/Ao apresentou aumento progressivo e estatisticamente significativa
entre o grupo controle e os caes com carga parasitaria baixa ¢ moderada. Podemos interpretar
que este aumento estd associado a maior sobrecarga hemodindmica decorrente de alteragdes
no retorno venoso pulmonar e de disfungdo cardiaca secundaria as lesdes vasculares
pulmonares cronicas induzidas pela presenga do parasito, refletindo alteragdes secundarias a
progressao da infeccdo por Dirofilaria immitis (Lemos et al., 2022; Pinto et al., 1998).
Embora parecga contraditorio o grupo com carga parasitaria moderada apresentar sobrecarga
mais evidente que a carga parasitaria alta, sugere-se que isso tenha ocorrido por adaptagao
fisiologica, viés de sobrevivéncia ou o tamanho da amostra impediu a visualizacdo do efeito

real.

Conforme o agravamento dos sinais clinicos, a relagdo AE/Ao apresentou
comportamento progressivo de acordo com o seu agravamento, com médias crescentes
observadas nos grupos controle, com sinais clinicos leves e moderados, ainda que essas
diferencas nao tenham atingido significancia estatistica. Em contraste, o aumento significativo
da relagdo AE/Ao observado no grupo com sinais clinicos graves indica dilatagcdo atrial
esquerda mais pronunciada, refletindo comprometimento cardiovascular avancado. Esse
achado reforca que alteracdes estruturais esquerdas em cdes com dirofilariose com sinais
clinicos graves podem induzir a HP pés-capilar corroborando com outros trabalhos (Corda et

al., 2024).

As concentragdes séricas de NT-proBNP ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos com diferentes cargas parasitarias. Acredita-se que esse achado
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esteja relacionado ao tamanho amostral, considerando que o NT-proBNP ¢ um biomarcador
com elevada variabilidade individual. No entanto, ao analisar as médias dos grupos em
conjunto com os valores de referéncia estabelecidos pelo fabricante do teste Vcheck® (Harr et
al., 2022), observa-se que o grupo controle se manteve dentro da faixa de normalidade,
enquanto o grupo com carga parasitdria leve e alta apresentou valores compativeis com a
classificagdo de suscetivel e o grupo com carga parasitdria moderada enquadrou-se na
categoria de anormal. Esses achados indicam que, apesar da auséncia de significancia
estatistica, o NT-proBNP pode refletir alteragdes cardiovasculares associadas a progressao da

dirofilariose, reforcando seu potencial como biomarcador de insuficiéncia cardiaca.

O NT-proBNP apresentou comportamento distinto conforme a gravidade clinica. Nos
grupos controle, com sinais clinicos leves e moderados, os valores médios foram semelhantes
e ndo diferiram estatisticamente entre si, sugerindo que, nesses estagios leves ou moderados
dos sinais clinicos, ¢ insuficiente para provocar elevacao detectavel do biomarcador. Em
contraste, o grupo com sinais clinicos graves apresentou aumento significativo das
concentragdes de NT-proBNP, indicando comprometimento cardiaco avangado,
provavelmente secundario a hipertensdo pulmonar e lesdes vasculares induzidas pela infec¢ao
por Dirofilaria immitis. Isso reforca que o NT-proBNP ¢ um marcador sensivel na
estratificacdo de gravidade clinica da dirofilariose e concorda com estudos que correlacido
niveis elevados de NT-proBNP e severidade da hipertensao pulmonar (Costa-Rodriguez et al.,

2023).

A relacdo CaPA/CaPV se mostrou um marcador sensivel a presenca do parasita,
alterando-se significativamente logo que a carga parasitaria leve ¢ detectada e mantendo-se
elevada conforme a carga aumenta. Isso sugere que a altera¢do vascular ocorre precocemente
na infeccao, antes mesmo de mudancas mais severas na estrutura atrial (AE/Ao), medida esta
que ja vem sendo utilizada em cdes com hipertensdo pulmonar devido a regurgitacao de mitral
(Lee; Choi, 2023). E apresentou aumento significativo nos grupos com sinais clinicos
moderados e graves, evidenciando dilatagdo progressiva da artéria pulmonar em relacdo a veia

pulmonar a medida que o quadro clinico se agrava.

Esse comportamento sugere que alteragdes estruturais nas grandes artérias pulmonares
ocorrem precocemente com a presenga de baixa carga parasitdria € se acentuam com a
progressdao dos sinais clinicos, provavelmente devido a doenga vascular causada pela

hipertensdo pulmonar secundaria a dirofilariose. A associagdo entre reducdo da
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distensibilidade no ecocardiograma e aumento da relagdo CaPA/CaPV na radiografia indica
que tanto a fun¢do quanto a morfologia arterial estio comprometidas em estagios mais

avangados dos sinais clinicos, corroborando com o papel dessas medidas.

O Indice de Distensibilidade da artéria pulmonar direita reflete a elasticidade vascular.
Uma reducdo nesse indice <29% sugere que os vasos estdo ficando mais "rigidos" ou que ha
um aumento da resisténcia vascular devido a presenca dos parasitas (Matos et al., 2023).
Embora ndo tenha havido significancia estatistica com a carga parasitaria, a queda de 41%
para 27% ¢ clinicamente relevante. Apesar de ndo ter sido observada correlagdo
estatisticamente significativa, verificou-se uma tendéncia de associacdo inversa entre o indice
de distensibilidade e os niveis de NT-proBNP, o que pode sugerir que a reducdo da
complacéncia vascular esteja relacionada ao aumento das concentracdes do biomarcador. A
falta de significancia estatistica pode ter ocorrido devido ao "Erro Tipo II", quando existe um
efeito real, mas o tamanho da amostra ¢ pequeno demais para o teste estatistico o detectar

(Williams et al., 1997).

Ademais, o indice de distensibilidade da artéria pulmonar apresentou comportamento
diferenciado conforme a gravidade clinica, mantendo valores médios semelhantes nos grupos
controle, com sinais clinicos leves e moderados, sugerindo que nos estagios iniciais da doenca
ainda nao ¢ suficiente para comprometer de forma significativa a capacidade de distensao da
artéria pulmonar. Em contraste, o grupo com sinais clinicos graves apresentou reducao
significativa do indice, indicando diminui¢do da complacéncia arterial pulmonar, o que reflete
hipertensao pulmonar estabelecida e remodelamento vascular avangado (Visser et al., 2016).
Esse achado ¢ consistente com outros resultados desse estudo, nos quais o grupo com sinais
clinicos graves apresentaram elevacao significativa das concentragcdes de NT-proBNP e uma

possivel correlagdo inversa entre o indice de distensibilidade e os niveis de NT-proBNP.

Os achados clinicos do Uinico exemplar com sindrome da veia cava sdo tipicos de caes
com dirofilariose em estadgio avangado e com evolugdo para hipertensao pulmonar. Os valores
médios da relagdo AE/Ao, CaPACaPV e concentracio de NT-proBNP apresentaram-se
aumentados e o indice de distensibilidade reduzidos, semelhante ao grupo com quadro clinico
grave. O baixo numero de exemplares ¢ devido ao fato de ser uma complicagdo grave, rara e

que pode evoluir a 6bito mesmo com intervencao (Vila; Alost, 2023).

Os resultados radiograficos e as concentragdes de NT-proBNP, sensiveis ao

comprometimento cardiopulmonar em cdes com dirofilariose, sdo ferramentas de apoio para
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médicos veterinarios que ndo dispdem de métodos de diagndsticos mais precisos. Essas
limitagdes podem estar relacionadas a escassez de profissionais qualificados em determinadas
regides geograficos (Zhang et al., 2021), como a realizacdo do ecocardiograma que € uma
ferramenta operador dependente; ou por condi¢des cardiorrespiratorias do paciente, que

podem impedir o adequado manuseio durante o exame (Balakrishnan et al., 2025).
6 CONSIDERACOES FINAIS

A microfilaremia apresentou variagdo conforme a fase da infecgdo e o estagio clinico,
reforcando a natureza multifatorial da dirofilariose, na qual a gravidade clinica ndo depende
apenas da carga parasitaria, mas também de fatores como durag¢do da infecgdo, resposta do

hospedeiro, grau das lesdes vasculares e comprometimento cardiaco.

A medida que a carga parasitaria aumentou, a relagdo AE/Ao, a relagio CaPA/CaPV e
a concentragdo de NT-proBNP elevou-se numericamente de forma progressiva,
concomitantemente a redu¢do do indice de distensibilidade. O mesmo padrao ¢ observado nos
grupos com sinais clinicos graves. A relagdo CaPA/CaPV demonstra ser um pardmetro
sensivel e precoce na identificagdo de alteragdes vasculares pulmonares associadas a
dirofilariose canina. Em contrapartida, o NT-proBNP comporta-se como um marcador
associado as fases mais avancadas da doenga, com elevagdo significativa nos caes com sinais

clinicos graves, refletindo maior estresse miocardico secundario a hipertensdo pulmonar.

Os achados indicam que a avaliagdo integrada de biomarcadores séricos,
ecocardiografia e radiografia toracica constitui uma abordagem eficaz para detec¢do precoce,
estratificacdo de gravidade e monitoramento da dirofilariose canina, contribuindo para o

manejo clinico e compreensdo da progressao cardiovascular e pulmonar associada a infecgao.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Titulo da pesquisa: Caracterizagdo epidemioldgica, clinico, laboratorial e imagistica no estadiamento de caes
domésticos (Canis lupus familiaris LINNAEUS. 1758) diagnosticados com dirofilaria immitis LEIDY, 1856.
Pesquisadores responsaveis: Jodo Marcelo Azevedo de Paula Antunes Telefone para contato: (84) 99834-3915
Instituicio/Departamento: Universidade Federal Rural do Semi-Arido/Departamento de Ciéncias Animais
Local da coleta de dados: Hospital Veterinario Jerdnimo Dix-Huit Rosado Maia (HOVET) da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord, Rio Grande do Norte

* Vocé estd sendo convidado(a) a participar desta pesquisa de forma totalmente voluntaria.

* Antes de concordar em participar desta pesquisa, ¢ muito importante que vocé compreenda as informacgdes e
instru¢des que lhe foram repassadas.

* Os pesquisadores deverdo responder todas as suas duvidas antes de vocé decidir participar.

* Vocé tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma penalidade e sem
perder os beneficios aos quais tenha direito.

Objetivo do estudo: Investigar e caracterizar epidemioldgica, clinico, laboratorial e imagistica caes domésticos
(canis lupus familiaris Linnaeus. 1758) diagnosticados com dirofilaria immitis Leidy, 1856 do Municipio de
Mossoro, Rio Grande do Norte.

Procedimentos: Sua participacdo nesta pesquisa consistird apenas em autorizar a coleta de amostras de sangue
para a realizagdo de hemograma, bioquimicos, mensuragdo de NT-proBNP, teste rdpido da Dirofilariose,
colaborar com a realizacdo de exames de imagem, além de responder aos questionamentos sobre historico e
sinais clinicos que o seu animal esta e/ou esteve manifestando.

Beneficios: Esta pesquisa trard conhecimento sobre a ocorréncia das doengas transmitidas por vetores em caes
de nosso estado, o que resultara em beneficios no diagndstico, tratamento e prevencdo dessas enfermidades. A
pesquisa ndo trard beneficio direto para vocé.

Riscos: A participacdo nesta pesquisa ndo representara qualquer risco de ordem fisica ou psicologica para vocé
ou para o seu animal. Para ele, pode haver um desconforto minimo durante a realizacdo da coleta de amostras,
caso o animal fique agitado.

Custos/Reembolso para os participantes: Os participantes da pesquisa ndo arcardo com nenhum gasto
decorrente da sua participagdo (questionario, exames laboratoriais e acesso ao resultado de seu animal), assim
como ndo receberdo qualquer espécie de reembolso ou gratificagdo devido a participagdo na pesquisa.

Sigilo: As informagdes fornecidas por vocé serdo confidenciais ¢ de conhecimento apenas dos pesquisadores
responsaveis. Os dados dos cdes da pesquisa ndo serdo divulgados de forma individual, mas sim como grupos,
no que se refere a sexo, raga ¢ idade dos mesmos no final de pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG ,
CPF , declaro que li as informagdes contidas nesse documento e fui devidamente
informado (a) dos procedimentos que serdo realizados, riscos e desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos
participantes e confidencialidade da pesquisa. Concordo em participar da pesquisa e, portanto, autorizo a coleta
das amostras de meu cdo de NOME , IDADE , SEXO e
RACA . Foi-me garantido que posso retirar o consentimento a qualquer momento, sem
que isso leve a qualquer penalidade. Declaro, ainda, que recebi uma copia deste Termo de Consentimento.

Mossoro/RN, de de

Assinatura do responsavel



APENDICE B - LAUDO ECOCARDIOGRAMA

Laudo Ecocardiografico

Avaliacao Ventriculo Esquerdo (VE):
Septo Interventricular em diastole = cm
Diametro interno VE didstole = cm
Parede livre VE em diastole = cm
Fracdo de Ejecdo =%

Fracdo de encurtamento = %

Ind. Distens. Art. Pulmonar = (> 30%)
Avaliacao Estrutural
Aorta=cm

Atrio Esquerdo = cm

Atrio direito = Dimensdes preservadas (Av.
Subjetiva)

Pericardio = Preservado
Valva Mitral = Normal

Valva adrtica = Normal
Estudo Doppler

Fluxo Mitral: Laminar (Normal)

Onda E =m/s Onda A =m/s
Regurgitagao:
Fluxo Tricuspide = m/s
Fluro Adrtico = m/s
Fluxo Pulmonar = m/s
AT = ET=

Doppler Tecidual E’/A’=

Ritmo:

Septo Interventricular em sistole = cm
Diametro interno VE sistole = cm

Parede livre VE em sistole = cm

SSPE = cm DIVEn = (1,7)

Relagdo atrio esquerdo / aora = (<1,6)

Ventriculo direito = Dimensdes preservadas (Av.

Subjetiva)

Valva Tricuspide = Normal

Valva Pulmonar = Normal

Relagdo E/A =
Gradiente = mmHg
Gradiante = mmHg Laminar (Normal)
Gradiante = mmHg Laminar (Normal)
Tempo de Pré-Ejegdo =
Gradiante = mmHg Laminar (Normal)

AT:ET =

Freq. Cardiaca:
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APENCIDE C - FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICO

Universidade Federsl Bural do Semi-Arido

Ficha de entrevista estruturada — Proprietarios

ldentifscacan: Nome:
Tator: Tdade:
tnderegn: HaxD:
Paza:
Telefome: | Lkata:
HISTORICO DE SAUDE DO {1 Ambos
PACTENTE: . .
. Tem &rvores no quintal:
1) AQUISICAD: ; F
{1 Sim [ )} Nao
{1 Roa ()} Comprado {)Adotado et
s Cruiros Animais:
Il VACINACAD: () Sim ( ) Ni
iy T 7) JAOUVIUFALAREM
Jngix? DIROFILARIOSET
Atmzlizada? {7} Sim { ) Nao
) ‘I.'ERL[I]-'TJG.—'LII';.-'LD: Faz confrole para direfilariose?
{ ) Sim () Nio () Sim ( ) Nao
Quaix? Ja foi testade pars Dirofilarioze?
Ammazlizada? {1} Sim ( } Nao
4) HISTORICO MEDICO: Com o que?
(¥ Regular | ) Nunce Faz comtrole pars calazar?
{} Somente quande necessario {) Sim ( } Nao
() Somente para vacines Com o que?
Deencas nferiores? Faz controle para carrapatos?
{ ) Sim { )} Nao
Com o que?

Sinais Climicos: () Tosse () Cansago ()
Difi. Besp. () Ascite

5] LOCALDE MORADIA:
{} Urbanz { j Rural
{ ) Literal
Tem areas ambieniaiz proximas?
{ ) Sim {) Nao
&) LOCAL QUE O ANIMAL FICA
() Dentre de casa | ) Quomtal

Sabe como é transmitido?
{7} Sim { )} Nao
8) SABE O QUE E ZOONOSE?
() Sim { ) Nao
Sabe que Dirofilaiose ¢ sma 7oonose”?

{7 Sim { } Nio
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

&

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDOD
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIBMAIS

Mozzord, 09 de outwhro de 20235

PARECER 47/202%

Certificamaos que & proposta intitulada “Caracterizacio Epidemiolbgica, Clinico,
Laboratorial e Imagistica no Estadiamento de Ches Domésticos [Canis lupus
familiaris LINNAEUS. 1758) Diagnosticadas eam Dirofilaria immitis LEIDY,
1856.%, sob a responsabilfidade de Joio Marcalo Arevedo da Paula Antunes, - que
envalee a producie, manutenclo ou ulilizacho de animais perfencentes &g fiks
Chordata, subfio Vertebrata (exceto humanos), para fing de pesquisa cientifica,
encontra-ge de acordo com oS preceitos da Led n@ 11,794, de B de outubra de 2008,
do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conzelha Nacional de Controle de Expermentacho Animal - Concea, & foi aprovada
pela COMISSAD OE E‘I'IEA MO USD DE ANIMAIS (CEUA) da UFERSA em reunida dia
07 de outubro de 2025,

Finalidade { } Ensing (X } Pesguisa Clentifica
Vigéncia da autorizacio | Dutubre/2025 a Agosto/2026
Espacia/Linhagem Canris familiaris SRO
N2 de animais 30
Pesa/Tdada Indeterminada
Sexo Indeterminado
Qrigerm HOWET/LIFERSA
Aﬂdl’F‘ﬂﬂ' Bavriwon o forrra digiod
5 e Byplpila ftram e
Araudjo de Bungs
Franca i gy

Coordenadora CEUA-UFERSA
BR 110 - Km 47 - Bairo Preg. Cosla e Siva
CEP S9825-900 - Mossand - RN - (B4) 3317-R36)
P terwed Liersa ecy briportalcomissosscaus



	c2edf5569b8d3f8534735da5fc8ed7485d4c859fd666150f8e389419fd4c57f1.pdf
	c2edf5569b8d3f8534735da5fc8ed7485d4c859fd666150f8e389419fd4c57f1.pdf
	c2edf5569b8d3f8534735da5fc8ed7485d4c859fd666150f8e389419fd4c57f1.pdf

