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Dirofilariose canina (Dirofilaria immitis): microscopia optica e
eletrénica de transmissao em lesoes da artéria pulmonar
' de casos naturais

Canine dirofilariasis (Dirofilaria immitis): lesions from pulmonary arteries
by light microscopy and transmission eletron microscopy,
in natural cases
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Resumo

*kkk

As lesdes arteriais dos pulmdes produzidas pela Dirofilaria immitis foram estudadas por microscopia 6ptica e microscopia
eletronica de transmissdo em 13 cées infectados naturalmente. A microscopia 6ptica evidenciou proje¢des papiliferas e/
ou sésseis da intima, para a luz vascular, algumas vezes acompanhadas por trombos — recentes ou organizados —com
restos parasitarios. A microscopia eletrdnica demonstrou que tais espessamentos estavam associados a presencadas
células musculares lisas migrantes da média e ao aumento da matriz extracelular. Tais observagbes, em associagéo a
outros achados, constituem importantes elementos da “Teoria da Proliferacdo Miointimal”, também associada a génese

da ateroesclerose humana.
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Introdugao

A Dirofilariose por Dirofilaria immitis € uma doenca
verminética, mais comum ao nivel do mar de regides tropi-
cais e subtropicais, zoonética e transmitida por mosqui-
tos. A sua incidéncia é alta, principalmente nos caes (Ca-
nis familiaris) e, segundo Rodrigues Silva (1995) em minu-
ciosa revisao bibliografica, ha no mundo registros de 229
casos em humanos, sendo 17 deles no Brasil

A fémea e o macho adultos da D. immitis medem, aproxi-
madamente, 27 e 17 cm de comprimento, respectivamen-
te. As microfilarias, com aproximadamente 315y de com-
primento, sdo liberadas diretamente no sangue do hospe-
deiro pelas fémeas. Posteriormente, somente quando
sugadas por mosquitos, de espécies variadas, se desen-
volvem de microfilaria para larva infectante, em torno de
duas semanas. A infecgéo ou a reinfec¢ao se da quando o
mosquito pica novamente um hospedeiro definitivo. A for-
ma larvar circulante (microfilaremia) no organismo animal
causa no seu trajeto alteragbes renais e em vasos
sanglineos (Casey e Splitter, 1975; Drazner, 1978; Shirota
etal., 1979; Atwell, 1980; Sugimoto et al., 1985; Grauer et
al., 1989;). Os adultos parasitam o ventriculo direito e,

freqlientemente, o tronco principal da artéria pulmonar de
varias espécies de animais domésticos e silvestres, deter-
minando alteragéo da parede (endarterite e/ou endocardite),
do fluxo e da constituicdo do sangue, culminando com
trombose e, as vezes, tromboembolismo, o que pode com-
plicar com hipertensao pulmonar e “cor Pulmonale”. A obs-
trucdo pds-caval pelo parasita pode determinar congestao
passiva da grande circulagao, notadamente do figado (fi-
gado cardiaco). No Homem o parasita adulto tem sido
relatado nos pulmdes sob a forma de nddulos (Beaufils et
al. 1991; Vellayan et al. 1989; Baskin e Eberhard, 1982).
Esta investigacdo centrou-se nos achados 6pticos e
ultraestruturais, provocados pelo filarideo adulto, nas ca-
madas da artéria pulmonar e ramificagoes.

Material e métodos

Microscopia dptica (MO)

Lesdes de artérias pulmonares de 11 caes mortos natu-
ralmente pela infecgdo por D. immitis, foram levantadas
para estudo do arquivo do Servigo de Anatomia Patolégica
Veterinaria Jefferson Andrade dos Santos, da Faculdade
de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense/RJ. As
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amostras eram de animais necropsiados, de idade, raga
e sexo variados e provenientes da regido oceénica de
Niter6i/RJ. : .

O material, incluido em parafina, foi corado pelo HxE,
Tricrdmico de Gomori e Weigert-Van Gieson (Behmer et
al., 1976).

Microscopia eletrénica de transmissdo

Amostras de lesdes vasculo-pulmonares de trés animais
foram submetidas ao exame ultraestrutural por MET: de
dois cées, infectados naturalmente por D. immitis, ma-
chos, sem raca definida, idades presumidas de 5 anos e
apreendidos nas ruas da cidade do Rio de Janeiro; e de
um caso de arquivo, eleito como o mais representativo,
cujo bloco de parafina foi submetido & técnica de “Pop-
Off” (Schneider et al., 1981).

Os animais com dirofilariose clinica e laboratorial (técnica
de Knott) foram sacrificados com overdose de Ketalar e
inje¢céo de 5ml de cloreto de potassio, intravenosos. Na
necrdpsia foram colhidas amostras de lesées de artéria
pulmonar e de seus ramos. Estas mediam 2mm/2mm e
foram fixados em solugéo final de glutaraldeido a 2,5%,
mais paraformaldeido a 2% e tamp&o cocodilato 0,1M, pH
7,3, pos-fixado em solugdo de uma parte de tetréxido de
6smio (OsO,) a 2% em agua, ferrocianeto de potassio 1,6%,
cloreto de calcio 10mM em uma parte de tamp&o cocodilato
0,2M; novamente lavados em tampZo cocodilato 0.1M,
até retirar-se o excesso de dsmio. A seguir os cortes fo-
ram desidratados em acetona e incluidos em epon. Dos
cortes semifinos (1p ) corados com Azul de Toluidina a
1%, foram selecionadas as regides de interesse, e os
ultrafinos (600A), contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo (Souza, 1989).

Resultados

Microscopia dptica

Em trés animais, a alteragéo da artéria pulmonar e ramifi-
cagles consistia em espessamento da intima, represen-
tada por protrusGes de caréater séssil e/ou peduncular, para
aluz. As projegdes pedunculadas, em algumas &reas, mos-
travam-se reendotelizadas (Fig. 1 e 2) e eram compostas
fundamentalmente por material extracelular e células de
tecido muscular liso. Observaram-se também, pelo
tricromico de Gomori, fibras musculares lisas (coradas em
vermelho), invadindo a intima e empilhadas perpendicular-
mente em relagdo ao endotélio. Estas estavam permeadas
por fibras colagenas (Figs. 1, 2 e 3).

Nas laminas coradas pelo HE massas trombéticas, ora
mescladas com hemdcias e fibrina, ora constituidas por
tecido fibroso hialino com sinais de recanalizagdo, foram
observadas nas ramificages da artéria pulmonar (Fig.4).
Em dois animais a lesdo vascular ndo se acompanhou de
reendotelizagdo e era basicamente constituida por material
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extracelular. Identificou-se em um animal um filarideo adulto

. fémea livre na luz, com o aparelho reprodutor repleto de

microfilarias (Fig. 5).

Dois animais apresentaram, em ramificacbes da artéria
pulmonar, trombos de evolugdo longa, fibrosos e
recanalizados. Em um deles, além da massa trombética,
em outra area as projecdes eram de carater séssil, com
fibras colagenas e células musculares lisas. No outro, os
trombos fibrinosos eram emaranhados com protuberancias
da intima, que envolviam restos de filarideo em degrada-
¢ao ou material lembrando precipitacdo de minerais.

Em um dos animais a artéria apresentou espessamentos
da intima, variando de sésseis (Fig. 6) a pedunculo-
papiliformes (Fig. 7). Estes eram vistos em areas delimita-
das e recanalizadas (Fig. 8). Fibras el4sticas invadiam a
intima (Figs. 9 e 10), enquanto as projecdes pedunculo-
papiliformes eram constituidas, quase que exclusivamen-
te, por fibras musculares (Fig.8). Em algumas areas, cor-
respondentes a fase inicial do processo lesivo, a intima

Figuras: 1) Ramificagdo da artéria pulmonar de cio. Projegoes
pedunculo-papilares (pp) reendotelizadas (setas) e compostas
basicamente por fibras colagenas (a). Animal n¢ 4; Dirofilariose.
“Tricrémico de Gomori”. Obj. 10. Ox..; 2) Ramificagdo da artéria
pulmonar de cdo. Reendotelizagéo (setas). fibras colagenas (a). Animal
n24, Dirofilariose. “Tricrémico de Gomori”. Obj. 40. 0x..; 3) Ramificagéo
da artéria pulmonar de cdo. Células musculares lisas, invadindo a
intima e empilhadas paralelamente na vertical (setas) e fibras
colagenas (a). Animal ne 3, Dirofilariose. “Tricrémico de Gomor”. Ob;j.
40. Ox..; 4) Ramificagdo da artéria pulmonar de cio. Trombo (tb)
organizado, recanalizado (rc) e com parasito na luz (pr). animal n2 6,
Dirofilariose. “Hematoxilina-Eosina”. Obj. 4.0x..
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Figuras: 5) Artéria pulmonar de cdo. Proje¢des da intima espessada.
Parasita fémea, Gtéro (ut), microfilarias (mf), intestino (int), musculatura
(msc), hipoderme (hi), cordao da hipoderme (ch), cuticula (ct). animal ne
5, Dirofilariose. “Hematoxilina-Eosina”. Obj. 4. 0x. Hematoxilina-Eosina.
Obj. 4 0x.. 6) Artéria pulmonar de cdo. Projecdo séssil da intima espessada
(setas) Animal no 12, Dirofilariose. “Weigert-Van. Gieson”. Obj. 4.0x. 7)
Ramificagdo da artéria pulomonar de cdo. Recanalizagdo da proje¢éo
pedunculo papiliforme da indica (setas). Camadas arteriais: adventicia
(ad), média (m) e intima (i). Animal n¢ 12, Dirofilariose. “Weigert-Van
Gieson™. Obj. 4.0x.. 8) Ramificagdo da artéria pulomonar de cé&o.
Recanalizagdo da projegao pedunculo papilar (setas), fibras musculares
lisas, outras estruturas (ml) e elastica (el). Animal ne 12, Dirofilariose
“Weigert-Van Gieson”. Obj. 4.0x.. :

_estava edemaciada (Figs.11 e 12). Notava-se também um
espessamento da adventicia com vasa vasorumdilatados.

Um dos casos apresentou restos parasitarios em degra-
dagéo, mineralizados e com cristais de colesterol. Nas
ramificagdes da artéria pulmonar, com a intima espessa-
da, as proje¢des para a luz eram de forma peduncular.

Microscopia eletrénica de transmissdo

Na ultraestrutura de um dos espécimes, identificaram-se
microfilarias em capilares pulmonares, constituidas por es--

truturas internas e cuticulares proprias (Fig. 13).

Nos cortes da artéria pulmonar dos outros dois animais
observaram-se células musculares lisas com os nucleos
disformes (Fig.14), e citoplasma com prolongamentos
(Figs. 14 e 15). Um nimero expressivo destas células foi
observado na camada média migrando em direc¢éo a luz
do vaso (Fig. 14) e com pseuddpodes que estendiam-se
através da elastica fenestrada (Fig.15). Migracao das cé-

lulas musculares lisas para a camada intima foi observada
em um estagio aparentemente recente da lesao. Células
endoteliais esparsas cobriam a borda da artéria (Fig. 16).
Neste estagio da lesdo, o material extracelular era bem
escasso e, quando presente, era de natureza colagénica
(Figs. 15 e 16).

Figuras: 9) Artéria pulmonar de céo. Proje¢ao séssil. Fibras elasticas
da intima (el). Fibras elasticas da camada média (setas). Fibras

. colagenas (a). Fibras musculares lisas (ml). Animal n2 12,

Dirofilariose. “Weigert-Van Gieson”. Obj. 40. Ox.. 10) Artéria
pulmonar de cdo. Projecdo séssil. Fibras elasticas na linha
espessada (el). Fibras colagenas (a). Fibras elasticas camada
média (setas). Fibras musculares lisas (ml). Animal n2 12,
Dirofilariose. “Weigert-Van Gieson”. Obj. 40. 0x.. 11) Artéria pulmonar
de cdo. Intima edemaciada (ed). Fibras musculares lisas (ml). Fibras
elasticas (el). Fibras colagenas (a). Animal n2 12, Dirofilariose.
“Weigert-Van Gieson”. Obj. 40. Ox.. 12) Artéria pulmonar de cé&o.
Intima edemaciada (ed). Fibras elasticas (el). Fibras musculares
lisas (ml). Fibras colagenas (a). Animal n2 12, Dirofilariose. “Weigert-
Van Gieson”. Obj. 40. 0x..

O material preparado pela técnica de “Pop-Off” revelou um
estagio cronificado da alteracédo da parede arterial, exibin-
do um conteudo nuclear eletrodenso e irregularmente dis-
tribuido, sendo também perceptivel uma vacuolizagédo

citoplasmatica. Os vacuolos eram numericamente varia-

veis e ocasionalmente estavam ocupados por material
floculento. Houve tendéncia destas altera¢des se apresen-
tarem em células migradas, proximas a regiao
subendotelial, acima ou em pertuitos da elastica interna.
O citoplasma destas nao tinha prolongamentos e havia
sinais de producao de colageno.




O colageno constituia-se
no material mais abundan-
te de permeio a proliferacao
intimal, nos diferentes ani-
mais estudados ultraestru-
turalmente. Distribuia-se
em toda a extensdo da pa-
rede vascular, inclusive na
intima, explicando o inten-
SO espessamento visto a
microscopia optica.

Figuras: 13) Capilar pulmonar de
cao. Corte longitudinal de uma
microfilaria. Cuticula (ct). Estru-
turas internas (ai). Animal n2 1,
Dirofilariose. 12.000x.. 14) Arté-
ria pulmonar de cdo. Célula mus-
cular lisa proxima a luz-arterial
(la) com nucleo disforme, con-
tetido regularmente distribuido e
membrana nuclear invaginada
(seta). Citoplasma com projecGes
- pseudépodes ( pd). Animal n? 1,
Dirofila-riose. 12.000x..

Figuras: 15) Artéria pulmonar de cdo. Elastica fenestrada (f). Célula
muscular lisa com projegbes citoplasmaticas - pseudépodes (pd).
Colageno (a). Animal n® 1, Dirofilariose. 7.000x.. 16) Artéria pulmonar
de céo. Célula endotelial (ed). Fibras colagenas (a). Animal n*1,
Dirofilariose. 3000x.. 17) Artéria pulmonar de cdo. Fibras colagenas.
Técnica de “Pop-Off’. Animal n2 5, Dirofilariose. 30.000x..

Discussao e conclusoes

A alterag&o da parede vascular que € iniciada pela acdo
mecénica e possivelmente toxica do parasita, desorgani-
za as células endoteliais e cria assim uma solugédo de
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continuidade, expondo colageno e fibras elasticas (Schaub
& Rawlings, 1980). Este aspecto, nao registrado no pre-
sente estudo, deveu-se, provavelmente, ao fato do materi-
al provir de casos da parasitose espontanea, nao tendo
sido possivel um monitoramento do desenvolvimento cro-
nolégico da lesdo. Observou-se somente um edema da
intima, enquanto nos trabalhos experimentais sdo descri-
tas claramente as fases iniciais com a utilizagdo do corante
azul de Evans, fundamental na detecgcido de lesdes
endoteliais visiveis macroscopicamente a fresco (Rawlings
etal., 1981; Keith et al., 1983; Ross, 1986; Barreto et al.,
1993; Cotran et al., 1994).

No estégio seguinte, além da exposi¢ao dos componentes
subendoteliais, as células endoteliais remanescentes, no
local, apresentaram fatores ligados a alteragdes de superficie
das membranas plasmaticas, que influiram para a adesao
de plaquetas. Possivelmente as células aderidas liberaram
fatores quimiotaticos que atrairam as células musculares
lisas da camada média. A migragdo miointimal e um
espessamento da matriz extracelular foram observados na
MO através das coloragdes especiais (tricromico de Gomori
e Weigert-Van Gieson), apresentando uma disposigao verti-
cal e paralela dos nucleos das células musculares lisas. A
MET, em dois animais, revelou a presenca de prolongamen-
tos citoplasmaticos (pseuddpodes), projetados além das
fenestragcdes da elastica. Deste modo, as células muscula-
res lisas migraram para a camada intima. Assim, & medida
que a lesd@o evoluiu, houve maior produgdo de material
extracitoplasmatico (colageno e fibras elasticas), evidenci-
ado na MO (pelas coloragdes especiais) e MET. O aumen-
to da matriz extracitoplasmatica e a migragao das células
musculares lisas contribui para o espessamento da intima,
com projecdes para a luz (Cotran et al., 1994; Ross, 1986;
Castleman & Wong, 1982; Schaub et al., 1983).

Pela MO, nos outros nove animais registrou-se massa
trombética aderida a intima. Tais achados ja tinham sido
observados com fibroblastos. Em caso de trombogénese
as células musculares lisas tém sido consideradas como
precursoras de fibroblastos. No entanto, nas alteragées
da parede vascular a luz da MET, nao foram encontrados
os fibroblastos. Acreditamos que o material
extracitoplasmatico tenha sido sintetizado, pelo menos na
sua grande maioria, pelas células musculares lisas (Cotran
et al. 1994; Barreto et al. 1993; Munell et al. 1980).

Tais alterages, descritas na reagdo a injuria do endotélio arte-
rial presente na dirofilariose canina, remontam as bases da
“Teoria da Proliferagao Miointimal”, extensamente investigada
com o objetivo de esclarecer os mecanismos de formagéo do
ateroma na aterosclerose humana. Portanto, diante dos acha-
dos aqui descritos e pela literatura especializada sobre prolife-
ragao miointimal, podemos admitir que as lesGes arteriais pela
D. immitis constituem um modelo biolégico natural para o es-
tudo da aterosclerose humana. E que as células endoteliais e
musculares lisas tm uma intensa e imprescindivel participa-
¢&o, sendo fundamentais para o desenvolvimento da lesdo pela
D. immitis na artéria pulmonar e ramificagGes, como também
para aterogénese e trombogénese (Cotran et al., 1994; Barreto
etal., 1993; Keith et al., 1983; Schaub et al., 1983).
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Abstract

Lung vascular lesions of 13 dogs naturally infected with Dirofilaria immitis were studied using light microscopy, transmission
electron microscopying and “Pop-Off” technique for paraffin - embedded tissues.

Light microscopy of the pulmonary artery and branches showed papillary and non-papillary intimal proliferations growing
towards the lumen of the blood vessel. These intimal proliferations were sometimes associated with recent or organized
thrombus containing parasite debris. Under transmission electron microscopy was noticed that such intimal thickenings
were due to smooth muscle cells from the medial layer and of extracelular matrix. This observations, in association with
other findings, constitute important element of the “Myointimal Froliferations Theory”, also relatad to the genesis of

human atherosclerosis.

Keywords: Dirofilaria immitis; pulmonary arteries; light microscopy; transmission electron microscopy.
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