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Resumo. As filarioses sdo helmintoses comuns em cdes domésticos, podendo também
ocorrer em gatos, cavalos e alguns animais selvagens. As espécies envolvidas com o
parasitismo levam o hospedeiro a um quadro de microfilaremia, com produgdo de
microfilarias que sdo muito semelhantes entre si, dificultando o diagnéstico. O objetivo
deste trabalho foi esclarecer as diferengas morfoldgicas entre as microfilarias dos principais
filarideos de cées, em especial Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum. Para
este estudo, amostras sanguineas de cdes do Espirito Santo foram recolhidas por
laboratérios veterinarios, diagnosticadas previamente como positivas por meio do
esfregaco sanguineo e encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia do Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Espirito Santo. As amostras foram submetidas ao
teste de Knott modificado e avaliadas em lamina sob microscopio Optico para
caracterizacdo morfométrica, com base nas caracteristicas morfoldgicas da cabeca e cauda
e posterior diferenciacdo das espécies de microfilarias encontradas. Setenta e duas amostras
foram avaliadas, sendo que 69,44% representaram infec¢do por D. immitis e 15,27% por
A. reconditum, sendo que, destas, 12,5% equivaleram a infeccdo simultanea entre as duas
espécies. Ndo foram encontradas evidéncias que sugerissem outras espécies de filarideos.
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Identification and morphological differentiation of microfilariae in
dog blood no Espirito Santo

Abstract. The filariasis are helminths that are common in domestic dogs but may also
occur in cats, horses and some wild animals. The species involved with the parasitism bring
the host to a case of microfilaremia, producing microfilariae that are very similar to each
other, which makes the diagnosis difficult. This work aimed to clarify the morphologic
differences between the microfilariae of the main filarial worms in dogs, specially
Dirofilaria immitis e Acanthocheilonema reconditum. For the study, blood samples of dogs
in Espirito Santo were collected by veterinarian laboratories previously diagnosed as
positive using blood smear, and forwarded to the Parasitology Lab of the Veterinary
Hospital of the Federal University of Espirito Santo. The samples were submitted to
modified Knott test and analyzed on slide under optical microscope for morphometric
characterization, based on its main morphological characteristics from head and tail and
subsequent differentiation of the microfilaria species found. Seventy-two samples were
analyzed, being 69.44% represented infection by D. immitis and 15.27% by A. reconditum,
from which 12.5% were infected by both species. There was no evidence that would
suggest other species of filarial worms.
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Introducéo

As filarioses sdo importantes doencas que acometem cdes domésticos e ocorrem simultaneamente
em diferentes regides por todos os continentes do mundo, incluindo o Brasil (Labarthe et al., 2014).
Além de sua importancia nos animais de companhia, ocorréncias de casos em humanos ja foram
descritas na literatura, sendo por isso consideradas zoonoses emergentes. A transmissdo destas
enfermidades para os animais e humanos se da por meio de vetores hematéfagos como mosquitos,
pulgas, carrapatos e piolhos (Lépez et al., 2012).

As principais espécies envolvidas neste parasitismo sdo 0s nematoides Acanthocheilonema
reconditum, Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens além de outros filarideos de ocorréncia menos
comum. Levando em consideracdo que as microfilarias produzidas por estes agentes possuem grande
semelhanga entre si, diferencia-las é uma tarefa que merece atencéo, uma vez que D. immitis pode levar
0 hospedeiro a graves complicacdes, incluindo o ébito e casos de A. reconditum e demais filarideos sdo
considerados levemente patogénicos (Genchi et al., 2007; Nelson et al., 2020; Patton & Faulkner, 1992;
Romero-Rodriguez et al., 2019).

Na rotina laboratorial, a principal forma de diagnosticar a presenca de microfilarias é a avaliagao do
sangue por esfregaco sanguineo, porém por esta técnica ndo é possivel diferenciar as microfilarias
(Larsson, 1990). Para melhor obtencdo de resultados, a técnica mais utilizada para a avaliagcdo
morfoldgica é o teste de Knott modificado, mas além deste, outros exames podem ser utilizados para o
diagnostico em geral, como gota espessa, testes imunoldgicos e a técnica de Woo (micro capilar).
Segundo Magnis et al. (2013) os dados morfométricos na literatura variam consideravelmente, mas a
técnica de Knott modificada € um método confiavel e barato de diferenciar os géneros Dirofilaria e
Acanthocheilonema.

O obijetivo deste estudo foi identificar microfilarias em amostras sanguineas de cées provenientes do
Espirito Santo e diferencia-las por meio de suas caracteristicas morfoldgicas.

Material e métodos

Para a realizacdo deste estudo, foram selecionados trés laboratorios veterinarios do Espirito Santo,
sendo localizados na cidade de Vitoria, Sdo Mateus e Alegre, CDV — Centro de Diagnostico Veterinario,
Consultério Veterinario Bicho Solto e Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), respectivamente.

Para a realizagdo do estudo os proprietarios dos estabelecimentos parceiros concordaram com toda a
metodologia empregada e a pesquisa também contou com a autorizacdo da Comissdo de Etica na
Utilizacdo de Animais (CEUA-UFES) sob o nimero 034/2019.

As amostras foram coletadas em clinicas e petshops veterinarios e enviadas para os laboratérios de
cada regido em tubo com EDTA e analisadas conforme a rotina de cada um. Apos andlise por esfregaco
sanguineo e identificacdo da presenca de microfilarias, 1 mL de sangue da respectiva amostra positiva
foi adicionado a 9 mL de formalina a 2% (1:10) em outro tubo e homogeneizado, promovendo hemolise.
A nova mistura passou por devida identificagdo com nome do paciente e da clinica onde o sangue foi
coletado, e armazenada em temperatura ambiente.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia, localizado no Hospital Veterinario
do Centro de Ciéncias Agrérias e Engenharias da UFES (HOVET-CCAE-UFES). Cada amostra coletada
foi enviada juntamente com informagdes detalhadas como nome do animal, nome da clinica onde o
sangue foi coletado, bairro e cidade onde se localiza.

No Laboratério de Parasitologia do HOVET-CCAE-UFES a mistura do sangue com formalina foi
submetida a técnica de Knott modificada, de acordo com Newton & Wright (1956). As amostras foram
agitadas e passaram por centrifugacdo em 2000rpm por 5 minutos. Em seguida foi descartado o
sobrenadante, uma gota de corante Azul de Metileno 0,2% foi adicionada ao sedimento e uma gota da
amostra corada foi colocada em ldmina com o auxilio de pipeta tipo Pasteur, coberta com laminula e
levada para observag¢do em microscopio optico.
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A primeira etapa da analise realizada ao microscopio foi contabilizar as microfilarias presentes na
amostra em lamina, avaliando o quadro de microfilaremia em que o animal se encontrava.

Das microfilarias encontradas na lamina, 10 foram submetidas a analise morfométrica de
comprimento e didmetro e fotografadas com auxilio da cdmera DinoCapture 2.0, a qual foi calibrada
para medicdo em micrdmetros (um) no inicio da pesquisa. Utilizou-se microscopio dptico Olympus,
modelo CX41RF nos aumentos de 100 e 400x para identificacdo das caracteristicas morfoldgicas e
diferenciagdo das possiveis espécies e em 1000x para observar em detalhes as estruturas em cabeca e
cauda. O diametro foi mensurado na por¢do medial das microfilarias, regido mais uniforme de seu corpo,
sem influéncia do afilamento das extremidades.

A identificacdo da espécie por meio das caracteristicas morfoldgicas e da mensuracdo de
comprimento e didmetro foi baseada em valores ja citados na literatura (Genchi et al., 2007; Soulsby, 1988).

A analise das amostras foi feita de forma descritiva, utilizando-se média e amplitude dos tamanhos
de microfilarias encontradas em cada lamina. As mensurac6es foram feitas pelo mesmo observador e
mesmo equipamento durante todo o estudo, sendo os valores anotados e compilados em planilha do
Microsoft Excel®.

Resultados e discussado

No presente estudo, 72 amostras de sangue foram analisadas, das quais 50 foram encaminhadas de
clinicas da Grande Vitéria e 22 amostras de Sdo Mateus e regido. A cidade do sul do estado, Alegre,
também fazia parte da pesquisa, porém devido a Pandemia ocasionada pela Covid-19 o Hospital
Veterinario da UFES cessou os atendimentos e suspendeu o seu funcionamento no ano de 2020, ndo
contribuindo com dados para este estudo. Antes do inicio da pandemia, quando a pesquisa se iniciou,
nenhuma coleta de sangue positiva para microfilarias foi realizada, por conta disso ndo é possivel afirmar
que ndo ha presenca de casos da doenca na localidade.

Os resultados das amostras analisadas neste estudo foram dispostos na tabela 1. Foram apresentadas
informagdes de microfilaremia, comprimento e didmetro médios e a amplitude entre as 10 observadas
em cada lamina.

Tabela 1. Descricdo morfologica média das microfilarias encontradas nas amostras de sangue de cées provenientes de Séo
Mateus e Grande Vitoria, ES.

Local da coleta N°  Microfilaremia ~ Amplitude Comprimento (um) Diametro (um)
amostras média microfilarémica Média Amplitude Média Amplitude

Sdo Mateus e regido 22 216,76 2a2040 279,18 228,88 - 306,24 5,51 3,89-6,52

Grande Vitoria 50 156,11 121028 262,01 216,85 - 310,38 5,35 3,89-7,09

*Valores médios encontrados em 10 microfilarias analisadas por amostra

O namero total de microfilarias em cada amostra sanguinea variou significativamente, mostrando
gue os animais apresentavam quadros microfilarémicos mais graves ou mais brandos. Essa é uma
caracteristica interessante a respeito da técnica utilizada, que por ser quantitativa, permite contabilizar
os exemplares, enquanto os exames de rotina de esfregaco sanguineo dos laboratérios ndo fornecem
essa informagdo. Além disso, a sensibilidade do esfregaco para deteccdo de microfilarias na amostra
sanguinea é inferior ao teste de Knott modificado, sendo muito baixa quando se encontram 10 ou menos
microfilarias por mililitro de sangue. Por conta disso, é possivel que alguns casos positivos passem pelos
laboratérios sem diagndstico se a microfilaremia for baixa. Segundo Courtney & Zeng (2001), a
sensibilidade do esfregaco direto aumenta conforme aumenta a microfilaremia.

Das 72 amostras analisadas, quatro (5,55%) apresentaram-se negativas ao final do teste de Knott,
mesmo que tenham sido previamente consideradas positivas pelo laboratorio. De acordo com o teste de
Knott modificado, o sangue precisa ser adicionado a formalina 2% na proporg¢éo de 1:10 para fixacao
da microfilaria e isso ndo altera as caracteristicas morfoldgicas dos exemplares; porém, o processo de
fixacdo e conservagdo pode ter sido falho em determinadas amostras, que se apresentaram muito
gelatinosas e grumosas, o que dificultava a boa visualizagdo dos exemplares e sua mensuragéo de cada
microfilaria, podendo ter influenciado também na negatividade observada.
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Em amostras muito grumosas, as microfilarias encontravam-se aderidas aos sedimentos e
celularidades sanguineas. Tal fator pode estar relacionado a diluicdo inadequada ou hemolise
insuficiente. Faz-se necessario para a diferenciacdo morfolégica que a amostra esteja fluida, sem
sedimentos e com boa observacdo das microfilarias. Além disso, como a analise foi realizada com uma
gota de sangue entre lamina e laminula, a forca mecénica gerada sobre as estruturas pode ter interferido
nas suas caracteristicas morfoldgicas, por exemplo, caudas com curvatura e dobras pelo corpo. Esses
acontecimentos, associados a excessiva celularidade em alguns casos, impossibilitaram definir a
espécie, tornando a amostra inconclusiva, o que aconteceu em 19,4% dos casos. Na literatura pesquisada
ndo houve citacdo de um acontecimento semelhante a este.

Durante a avaliacdo morfoldgica das microfilarias, observou-se uma discordancia quanto as
mensuracOes de comprimento das espécies estudadas, menores que as ja citadas na literatura. De acordo
com Soulsby (1988), microfilarias de D. immitis medem de 307 um a 322 um de comprimento e A.
reconditum 246 pum a 293 pum. Ja Genchi et al. (2007) citam D. immits e A. reconditum com 290-330um
de comprimento, 5-7 pm de didametro e 260-283 pum de comprimento e 4 pum de didmetro
respectivamente. Magnis et al. (2013) relataram médias de 302 e 265 um de comprimento nas
microfilarias de D. immitis e A. reconditum, respectivamente e confirmam que a literatura € divergente
em relagdo as mensuracdes. Os autores ainda citam que para identificacao de espécies dentro do género
Acanthocheilonema faz-se necessario o uso de técnicas de diagndstico histoquimico ou molecular para
confirmar as espécies encontradas.

Quanto a morfologia de formato da cabeca e cauda, as amostras analisadas apresentaram cabega em
formato oval e cauda retilinea, em ambos os locais estudados, indicando parasitismo por D. immitis,
porém exemplares com cauda em gancho e gancho cefalico também foram observados. Das amostras
avaliadas, 11 (15,27%) foram positivas para A. reconditum, sendo que nove (12,5%) pertenciam a
quadros de coinfeccdo, mostrando que o parasitismo simultaneo entre A. reconditum e D. immitis pode
ocorrer.

A presenca do gancho cefalico (Figura 1A) € uma caracteristica que pode ndo ser observada em todas
as situacOes (Sawyer et al., 1965), como ocorreu nas laminas positivas para A. reconditum observadas
neste estudo. Por conta disso, é possivel gue o0 nimero de casos desta espécie seja subestimado.
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Figura 1. A- Microfilarias de A. reconditum apresentando gancho cefélico. B- Extremidade anterior ovalada de microfilaria de
D. immitis. C- Extremidade posterior evidenciando cauda retilinea de D. immitis. Aumento de 400x.

InfeccBes provocadas por D. immitis foram confirmadas através da morfologia e tamanho das
microfilarias, e representaram 69,44% dos casos positivos. A cauda terminando em formato retilineo e
a cabeca oval (Figura 1 B e C), além do tamanho e diametro ja mostrados, foram as caracteristicas
utilizadas para sua identificacdo.

A andlise dos dados obtidos neste estudo, comparados com outros trabalhos ja citados na literatura,
pode comprovar que a ocorréncia das espécies e a porcentagem encontrada varia grandemente de acordo
com a regido onde a pesquisa € realizada. No presente estudo foi observada uma maior ocorréncia de D.
immitis, 0 mesmo encontrado em outros trabalhos na regido Sudeste, como o realizado por Larsson
(1990), em S&o Paulo, em que de 511 amostras, 80 foram positivas e destas, 15,65% pertenciam a D
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immitis e 6,45% a Acanthocheilonema sp. Lira et al. (2016), em um estudo com 137 amostras de sangue
em Santa Catarina, ndo diagnosticaram nenhuma com D. immitis. Esse achado pode indicar que a
ocorréncia da Dirofilariose na regido Sudeste seja maior, quando comparado com o Sul do pais.

Os valores de A. reconditum encontrados neste estudo seguiram o mesmo padrdo observado por
Larsson (1990), ou seja, uma menor porcentagem comparada a D. immitis. No Espirito Santo, apenas
um trabalho relata a ocorréncia de Dirofilaria immitis e Dipetalonema reconditum em cées de Vitéria
(Kasai et al., 1981), o que dificulta a comparacdo dos resultados com os obtidos no presente trabalho.

As microfilarias de D. immitis e D. repens apresentam caracteristicas morfolégicas muito
semelhantes segundo a literatura (Soulsby, 1988). Entretanto, os locais mais comuns de ocorréncia de
D. repens sdo Europa, Asia e Africa, com poucos relatos no Brasil, o que sugere que as microfilarias
encontradas no sangue dos cdes deste estudo pertengam a espécie D. immitis, uma vez que a literatura
recomenda diferenciar o aparecimento das espécies em areas de co-endemicidade (Gioia et al., 2010).
A mesma situacao ocorre com A. dracunculoides, que seu tamanho poderia sugerir infeccao de algumas
amostras deste trabalho, porém ndo foram encontrados relatos na literatura desta infeccdo no Brasil,
levando a crer que todas as microfilarias identificadas pertencessem as espécies D. immitis e A.
reconditum.

A infeccdo por dirofilariose é descrita como mais prevalente em regides costeiras tropicais e
subtropicais. Porém, devido as sucessivas mudancas climaticas que vém ocorrendo, ela ja foi detectada
em locais anteriormente considerados livres da doenga (Santos Filho et al., 2021). No presente estudo,
as cidades onde as amostras foram coletadas localizavam-se no litoral ou em regides préximas, mas é
importante que novos estudos sejam realizados também em regides ndo litoraneas do Espirito Santo para
mostrar se ha ou ndo a ocorréncia da doenga, uma vez que existem poucos estudos no estado a respeito
do assunto, pois se sabe que para a transmissdo ocorrer & necessaria apenas a presenca de cées
microfilarémicos, de mosquitos vetores competentes e de cédes susceptiveis (Labarthe et al., 2015).

A realizagdo de estudos com microfilarias € muito importante para confirmar quais espécies ocorrem
no estado do Espirito Santo. A visualizacdo de uma microfiléria no exame de rotina ndo define que o
animal possui dirofilariose, uma vez que foi confirmada a presenca de outras espécies no sangue destes
animais. Todavia, por ser uma doenca grave e comum, isso torna ainda mais relevante a utilizacdo dos
testes rapidos para a confirmacédo da infec¢do por D. immitis. Além disso, estudos mais aprofundados
precisam ser realizados no estado, abrangendo mais localidades para confirmar que a doenca pode sim
ocorrer em regides ndo litoraneas e enfatizar a importancia de um diagnostico eficaz.

Os resultados obtidos neste estudo permitiram comprovar que é possivel diferenciar
morfologicamente as espécies através da técnica utilizada e que a ocorréncia do parasitismo de A.
reconditum e D. immitis esta presente no estado no Espirito Santo, levando em conta que também podem
existir quadros de coinfeccBes. Os exemplares observados nas amostras do estudo ndo permitiram
confirmacdo de outras espécies de filarideos além das diagnosticadas.
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