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RESUMO

Utilizaram-se 15 cdes adultos, de ambos os sexos, com e sem definicdo racial, todos positivos para a presenca de microfilarias
nacirculacdo periférica, paraaobservacao daperiodicidade das mesmas. A contagem das microfiléarias foi realizada conforme
ANGUS1(1981). A variagdo damicrofilaremia foi observada durante um periodo de 24 horas, com amostras colhidas a intervalos
de duas horas. Seis dos 15cées foram submetidos a duas colheitas de material, uma em dia quente (temperatura ambiente média
de 23°C) e outra em dia frio (temperatura ambiente média de 16°C). Analisando os resultados obtidos pode-se afirmar que as
microfilarias deDirofilaria immitis apresentam uma periodicidade, porém esta é muito variavel, ndo obedecendo a um padréo
fixo. Pode-se afirmar, também, que, uma vez presente, a microfilaremia ndo desaparece numa ou noutra colheita subseqiiente,

ndo dificultando o diagndstico da parasitose.

UNITERMOS: Dirofilaria; Caes,Dirofilaria immitis\ Microfilaria

INTRODUCAO

ADirofilaria immitisé um nematdide que parasitaas cavidades
cardiacas direitas e artérias pulmonares, acometendo,
principalmente, os espécimes caninos. A dirofilariose canina
pode manifestar-se de varias maneiras, sendo a mais freqliente
a forma cardiopulmonar. Entretanto, independente da forma
clinica do processo, o diagndstico definitivo baseia-se na
deteccdo de microfilarias no sangue periférico9.

MANSON" (1879) observou que as microfilarias de
Wuchereria bancrofti, em pacientes infectados, eram
numerosas durante a noite e mais raras, ou mesmo ausentes,
durante o dia. Este fendmeno de alternancia do nimero de
microfilarias no decorrer de um periodo de 24 horas é
denominado e conhecido como periodicidade das
microfilarias. Segundo HAWKINGG6 (1960), a periodicidade
das microfilarias estd vinculada a transmissao da doenca por
artropodes vetores; portanto, o periodo do aumento da
concentragdo de microfilarias no sangue periférico coincide,
habitualmente, com a hora do dia em que o vetor hemat6fago
costuma se alimentar.

Na pratica da Clinica Médica, tem-se observado, com
certa freqlUiéncia, a ocorréncia de casos de cdes com
sintomatologia compativel com dirofilariose, mas que
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ndo apresentam microfilaremia periférica2918,21.

A pesquisa da literatura relativa ao assunto revela a existéncia
de alguns trabalhos pertinentes a periodicidade das
microfilarias14671°-16.

A maioria dos pesquisadores tem-se referido ao fato de que a
concentragdo de microfilarias de Dirofilaria immitis é mais
elevadaanoite46, embora5-15tenham observado picos diurnos
de microfilaremia e, ainda, de acordo com OTTO et al.17
(1976), as microfilarias podem ser encontradas no sangue
periférico varias vezes ao dia e a periodicidade das mesmas
variar conforme a localizagdo geogréfica.

Outros trabalhos fazem crer que existam fatores adicionais
que interferem na periodicidade das microfilarias, como a
magnitude da microfilaremia (isto é, animais com
microfilaremia elevada e moderada exibiriam pico maior as
16 horas e aqueles com microfilaremia leve apresentariam
picos mais evidentes as 24 horas)le a temperatura ambiente
(isto é, a periodicidade das microfilarias de Dirofilaria
immitis seria diretamente proporcional a temperatura
ambiente)10.

* Trabalho apresentado no X1 Congresso Panamericano de Ciéncias Veterinarias realizado em Lima, Peru, 14 a 20 de agosto de 1988
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O escopo deste trabalho foi estudar a periodicidade das
microfilarias de Dirofilaria immitis em cédes de nosso meio;
em caso positivo, ou seja, de existir(em) realmente pico(s) de
microfilaremia, caracteriza-lo(s) com a finalidade de indicar
o(s) periodo(s) do dia mais propicio(s) para a colheita de
sangue de animais suspeitos, aumentando assim as
possibilidades diagnosticas. Pretendeu-se também
correlacionar a(s) periodicidade(s) a variagbes de tempe-
ratura ambiente.

MATERIAL E METODO

O grupo experimental foi constituido por 15 animais adultos,
de ambos os sexos, com e sem definicdo racial, procedentes
dos municipios paulistas de Guaruja, Bertioga e Cubatéo.

Os animais incluidos no presente trabalho foram selecionados
por meio da pesquisa de microfilarias circulantes [Método da
Gota Espessa; Técnica de K.INOTT modificada e Técnica de
MELLO; MAUGEB (1983)] e/ou manifestagdes clinicas e/
ou exames complementares como exames radiografico e
eletrocardiografico.

Para a observacdo da periodicidade das microfilarias
circulantes utilizou-se a contagem das mesmas, segundo
ANGUS' (1981).

Excecdo feita a trés animais (domiciliados), os demais
receberam tratamento anti-helmintico (Mebendazole, na dose
de 30 mg/kg/dia, durante trés dias) e foram vacinados contra
Cinomose, Hepatite Infecciosa Canina, Leptospirose e
Parvovirose, respectivamente, 40 e 30 dias antes do inicio do
experimento.

Durante todo o periodo de experimentagdo, 0s animais nao
domiciliados foram mantidos em canis individuais do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, recebendo, diariamente, ragdo
comercial**.

Colheita de Material

O material (sangue, na quantidade de 3 ml) destinado a
pesquisa e contagem de microfilarias foi obtido por puncéo
das veias radiais e/ou safenas e/ou jugulares, a intervalos de
duas horas, durante um periodo de 24 horas, e acondicionado
em frascos contendo 0,03 ml de EDTA (sal sodico do acido
etilenodiaminotetracético a 10%) para posterior analise.

A colheita de material dos animais (domiciliados) foi realizada
numa clinica particular, na cidade de Guaruja, ao passo que
o material referente aos demais foi colhido nos préprios do

** Gentilmente cedida pela Mogiana Alimentos.

Departamento de Clinica Médica da FMVZ/USP.

Seis cdes (n53, 4, 5, 6, 7 e 8) foram submetidos a duas
colheitas de material, uma em dia quente (temperatura
ambiente média de 23°C) e outra em dia frio (temperatura
ambiente média de 16°C).

Método de Gota Espessa

Uma gota de sangue com anticoagulante é examinada entre
lamina e laminula; as larvas sdo vistas, neste método,
indiretamente pela movimentagcdo das hemacias. As
microfilarias de Dirofilaria immitis sdo dotadas de
movimentos serpentiformeso.

Técnica de KNOTT modificada

Consiste na técnica padrdo (NEWTON; WRIGHTI4,1956) ¢
processada da seguinte forma: 1 ml de sangue é hemolisado
em 10 ml de formol 2%; ap6s centrifugacdo por cinco minutos
a 1500 rpm, o sedimento é misturado com igual quantidade de
Azul de Metileno (1:1000) e examinado ao microscopio
Optico para observacdo, principalmente, das caracteristicas
morfolégicas das microfilarias.

Técnica de MELLO; MAUGE13(1983)

- Colocam-se, em tubo de centrifuga, 8-10 ml da seguinte

solugéo:
P0Otassa 10%0......cccvreiiirniiienee s 2ml
Detergente comercial.....ccooeiiincieniinencceeeeens 2 ml

Agua destilada
adicionar 0,2 ml de sangue e hemolisar;

- centrifuga-se a 3000 rpm durante 10 minutos;

- adicionam-se uma a duas gotas de glicerina corada pelo
Azul de Metileno (glicerina 100 ml + Azul de Metileno 200
mg); havera deslocamento da gota de glicerina para o fundo
do tubo;

- centrifuga-se novamente por cinco minutos a 3000 rpm;

- retira-se o sobrenadante até o nivel superior da gota de
glicerina corada, com o auxilio de bomba de vacuo (trompa
d’agua), ligada a uma torneira de agua corrente. O tubo
plastico da extremidade da bomba deve ter aberturas laterais
para evitar a suc¢do do sedimento;

- retira-se todo o sedimento com o auxilio de uma pipeta

Pasteur e coloca-se entre lamina e laminula para ser feita a
observagao.
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Interpretacéo

Para a diferenciacdo das microfilarias podem-se levar em
conta as seguintes caracteristicas morfolégicas:

D. immitis D. reconditum
ausente presente
ausente presente

Extremidade posterior em gancho
Presenca de gancho cefalico

Estas caracteristicas morfolégicas tomam-se bastante visiveis
quando coradas pelo Azul de Metileno.

Método para contagem de microfilarias (ANGUS1, 1981)

Dilui-se 1 ml de sangue em 6,6 ml de liquido estromalizante
(8 g de bicarbonato de sédio; 5 ml de Triton detergente e 4gua
destilada gsq 1000 ml). Preenche-se a cdmara de McMaster
com mistura sangue-liquido estromalizante e contam-se as
microfilarias em aumento de 100 vezes.

O resultado final, isto é, o nimero de microfilarias por ml de
sangue, é obtido multiplicando-se o nimero de parasitas pelo
fator 50,66:

Area da cAmara de McMaster....ccoooevveeveeerenerenn, 0,15 ml
Diluicdo do sangue No flUidO.....cocooiviiiiiiiiciic 1:7,6
Area de sangue Na Camara...........c.... 7,6:0,15 = 50,66

Manifestagdes Clinicas

As manifestacdes clinicas consideradas, para a triagem dos
animais domiciliados, foram as que se seguem: intolerancia
ao exercicio, tosse, dispnéia, ascite e edema subeutaneo.
Obviamente, os animais também foram submetidos aos exames
laboratoriais para a pesquisa de microfilarias circulantes.

Exames Radiogréafico e Eletrocardiografico

O animal na 3 (domiciliado) foi avaliado também por meio de
exames radiografico e eletrocardiografico.

O exame radiogréafico foi realizado nadisciplina de Radiologia
do Departamento de Cirurgia e Obstetricia da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo. As radiografias foram efetuadas em aparelhos de raios-
X ,modelo Tridoros 4, de capacidade para 1000 mA, equipado
com grade antidifusora Potter-Bucky***.

A técnica radiografica empregada foi a que relaciona
miliamperagem-segundo e quilovoltagem & espessura da
regido toracica3.

*** Siemens
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O tracado eletrocardiografico foi realizado com os animais,
sem anestesia, mantidos em decubito lateral direito;
registraram-se as derivacdes bipolares I, I, Il e as unipolares
aumentadas aVR, aVF, aVL820. Utilizou-se eletrocardidgrafo
FUNBEC modelo ECG-3.

RESULTADOS

Os resultados obtidos acham-se dispostos sob a forma de
tabelas (Tab. 1, 2).

Ainda, para uma melhor visualizagcdo dos resultados,
dispuseram-se na Fig. 1os representados pelas médias, em
diferentes tempos de colheita de sangue.

COMENTARIOS

Analisando os resultados obtidos no presente trabalho e
conceituando periodicidade, segundo SASA; TANAKAD
(1972), como “uma elevacgéo e diminuicdo ciclicas do nimero
de microfilarias no decorrer do tempo”, pode-se afirmar que
0s animais naturalmente infectados por Dirofilaria immitis
up.esentam periodicidade de microfilarias; porém, esta
periodicidade é muito variavel de animal para animal, ndo
obedecendo a um padréo fixo.

Ao contrario do que foi afirmado por HAWKINGG6 (1960) e
por GLUBERA4(1966), ndo se observou periodicidade noturna
marcante na maioria dos animais. Nossos resultados também
discordam daquele de KUMEI0 (1974), que referiu ser o
numero de microfilarias circulantes diretamente proporcional
a temperatura ambiente.

O que sepode afirmar é que, uma vez presente, amicrofilaremia
ndo desaparece numa ou noutra colheita subsequente,
facilitando assim o diagnéstico da parasitose cardiaca. Se
ocorrer microfilaremia negativa em associagdo com
manifestagdes compativeis com dirofilariose deve-se pensar
na possibilidade de se tratar de um caso oculto da referida
parasitose, ndo havendo necessidade de preconizar novas
colheitas de sangue, em horarios variados, para a deteccao
das microfilarias na circulagao.

Nossos resultados sdo parcialmente semelhantes aqueles
obtidos por ANGUS1(1981), que afirma que as microfilarias
de Dirofilaria immitis podem ser encontradas no sangue
periférico em varias ocasides, durante todo odia.No presente
trabalho, de 15 animais estudados, alguns com duas colheitas,
totalizando 21 colheitas durante as 24 horas do dia,
observamos picos de contagem, ora noturnos, ora diurnos,
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TABELA 1
Contagem do numero de microfilarias de 15 cédes segundo horario de colheita e temperatura ambiente. Sdo Paulo, 1988.

Nuamero de microfilarias de Dirofilaria immitis no sangue periférico

Animal  Tempo

. 2h 4h 6h 8h I0h 12h 14h 16h 18h 20h 22h 24h
n2 Colheita
1 A 30.258 23.883 43.566 40.378 39.012 34.964 55.052 41.694 37.342 31.119 57.835 43.617
2 A 15.180 11.992 16.495 12.397 9.968 16.040 13.459 15.281 18.772 12.650 16.799 13.662
3 A 115.671 156.961 881.972 93.002 171.331 57.886 29.955 83.287 198.048 133.584 81.769 199.667
4 A 1.669 2.074 5.262 3.643 4.452  8.045 4.452 4.098 2.479 5.060 2.530 2.125
5 A 3.643 1.214 22.125 2.277 2.125 1.518 2.175 1771 2.833 2.327 3.440 2.833
6 A 910 2.024 1.113 4.048 3.187  2.327 2.277 3.137 3.542 2.327 1.619 1.922
7 A 6.628 11.486 13.813 18.924 24.035 11.638 15.382 18.418 9.259 14.168 8.096 16.596
8 A 27981 26.818 23.984 29.904 34.610 22.264 46.552 28.639 37.089  25.401 19.076 31.878
9 A 24.841 17.982 20.845 24.109 19.047 29.637 40.492 16.050 28.238 27.639 25.308 20.179
10 A 88.711 54.412 62.937 62.470 62.271 26.709 51.548 66.067 28.704 75591 64.069 45.487
u A 13.386 22.377  13.519 9.257 15.251 12.720 8.458 8.258 9.457 8.458 17.049  8.591
12 A 23.243  20.579 9.457 18.914 14.052 11521 14585 16.317 19.047 21.045 32.634 15.251
13 A 10.456 6.726 8.658 6.793 15.318 8.325 8.391 7.525 10.989 11.854 11.388 8.924
14 A 42.424  24.175 17.982 35.431 29.304 15.138 13.986 18.914 23.367 23.709 30.169 28.638
15 A 1.065 1.065 1.198  1.598 1.531 1.598 1.665 1.332 999 1.665 666 666
Média 27.071  25.585 76.195 24.210 29.700 17.355 20.562 22.053 28.678 26.440 24.830 29.336
Desvio Padrao 32.139 37.623 215918 24.712 41.086 14.613 18.349 23.347 46.807 33.732 24.024 47.636
A = Dias quentes
TABELA 2

Contagem do namero de microfilarias de seis cdes segundo horario de colheita e temperatura ambiente. Sdo Paulo, 1988.
Namero de microfilarias de Dirofilaria immitis no sangue periférico

Animal Tempo

ns Colheita 2h 4h 6h 8h IOh 12h 14h 16h 18h 20h 22h 24h

3 B 101.706 100.997 91.484 101.351 106.715 60.770 110.662 144.564 75.596 95.026 101.908 69.828
4 B 3.744 1.315 6.426 5.060 3.592 2.226 2.125 2.074 1.214 2.732 1518 1.922
5 B 1.720 1771 1.315 1.821 1.973 1.467 1.416 1.872 354 1.016 1.315 1.568
6 B 2.378 3.440 2.681 2.175 8.956 1.669 1.366 2.277 2.074 2.428 2.428  2.226
7 B 8.555 13.156 9.917 7.843 8.096 6.021 9.006 8.804 13.156 13.004 5161 5.414
8 B 31.827 37.646 49.486 31.878 17.204 24.186 17.001 56.064 73.117 23.377 34.711 29.246

Média 24,988 26.388 26.885 25.021 24.423 16.057 23.596 35.943 27.585 22.931 24507 18.367
Desvio Padrédo 35.838 35.659 33.241 35.653 37.121 21.514 39.336 52.251 33.352 33.179  36.568 24.992

B = Dias frios
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FIGURA 1
Periodicidade das microfilarias do Dirofilaria immitis no sangue
periférico de 15 cdes. Sdo Paulo,1988.

mas em nenhuma ocasido as mierofilarias deixaram de ser
detectadas no periodo de observacdo de 24 horas.
Observacdo semelhante a nossa foi feita por MATOLAR
(1991), que estudou a periodicidade das mierofilarias de
Dirofilaria immitis durante cinco dias, realizando colheitas
de hora em hora em um Gnico animal.

SUMMARY

The periodicity ofDirofilaria immitis microfilariae was studied in 15 adult dogs, purebred or crossbred, males and females. The
circulating microfilariae counting was performed according to ANGUS1(1981). The variation ofthe microfilaremia was observed
during a period of 24 hours, being the blood samples collected with 2 hour intervals. Six of them were submitted to two material
collections, one on a warm day, with mean temperature of 23°C, and the other one on a cool day, with mean temperature of 16°C.
Analyzing the obtained results it is possible to state that the microfilariae ofDirofilaria immitis present an oscillation, however it
isvariable and there isnota fixed pattern. Itisalso true thatonce presentthe microfilaremia docs notdisappearinasubsequentcollection,

making it not difficult to diagnose this parasitosis.

UNITERMS: Dirofilaria; Dogs; Dirofilaria immitis; Microfilariae
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