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Lesées histopatolégicas renais causadas por Dirofilaria immitis
(Leidy, 1856) em caes infectados experimentalmente

Renal histopathology lesion by Dirofilaria immitis (Leidy, 1856) in dogs
experimentally infected

Elan Cardozo Paes de Almeida,* Ana Maria Reis Ferreira,** Norma Vollmer Labarthe,***
Maria Lucia Ribeiro Caldas,**** John W. McCall*****

Resumo

Foram estudadas lesdes renais de 17 caes da raga Beagle, infectados experimentalmente com o parasita Dirofilaria immitis
através de transplante de parasita adulto ou por inje¢ao subcutanea de larva infectante, com o periodo de infecgao variando de
111 a 923 dias. Os animais foram separados em seis grupos de acordo com o tempo de duragao e tipo de infecgao e um grupo
controle composto por 11 cdes da mesma raga. As amostras renais foram obtidas por necropsia e examinadas através da
microscopia éptica pelas coloragdes de hematoxilina-eosina, acido periddico de Schiff, prata-metanamina e tricromico de
Masson. Nos grupos de caes infectados a alteragdo glomerular mais freqliente foi 0 aumento da celularidade mesangial,
associado ou nao a presenga de microfilarias intracapilares ou intersticiais. Nos grupos com tempo de infecgdo acima de 365
dias foram observadas alteragbes glomerulares como espessamento de membrana basal glomerular e nefrite intersticial.
Esses achados preliminares confirmam relatos anteriores sugerindo que a glomerulonefrite e a nefrite intersticial sdo as
principais lesdes renais associadas a caes infectados por D. immitis.

Palavras-chave: Dirofilaria immitis, dirofilariose, glomerulonefrite, nefrite intersticial, rim, cao.

Abstract

Necropsy kidney from beagles infected with Dirofilaria immitis were studied by optical microscopy. Experimental infections were
done either through adult worms transplantation or by subcutaneous infection of infective larvae. Infection duration varied from
111 to 923 days. Seventeen beagles, five to twenty one months old were divided in six experimental groups and one control
group (11 dogs), according to infection duration and kind. Kidney samples were taken during necropsy and were stained by
hematoxilin-eosin (H&E), periodic acid Shiff's (PAS), silver-meatanamine and Masson’s trichrome staining. The most frequent
glomerular lesion found was increased mesangial celullarity associated or not with intracapilary or interstitial microfilaria
presence. When infection duration was longer than 365 days glomerular basal membrane thickening and interstitial nephritis
were observed. These preliminary findings confirm previous reports suggesting that glomerulonephritis and interstitial nephritis
are the main renal lesions developed by D. immitis infected dogs.

. Keywords: Heartworm, Dirofilaria immitis, dirofilariasis, glomerulonephritis, interstitial nephritis, kidney, dog.

Introducgao 0s rins.’2' O comprometimento renal se faz por um ou mais

o » . o L . mecanismos como: distarbios pré-renais, respostas imuno-
Dirofilaria ./mmms (D_. immitis) € um f‘aia_ndeo d:?\ Afamnlla mediadas do hospedeiro ou efeito direto dos parasitas."’
Onchocercidae, parasita de ventriculo direito e arterias pul- Empora lesdes renais ocorram com freqiéncia nos caes
monares de mamiferos, principalmente caes domesticos.”  arasitados, o aparecimento de faléncia renal e uremia sao
As lesbes mais significativas da doenga sao encontradas menos comuns' e estes caes desenvolvem proteintria®+#1417

nas artérias pulmonares.®''* Além das lesdes no sistema  gevida a uma alteragao funcional na membrana basal
cardiovascular, outros 6rgaos podem ser afetados, entre eles glomerular.*
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As lesbes renais nos cédes parasitados sio variadas e des-
critas como: glomerulopatia por complexo imune,
glomeruloesclerose, nefrite intersticial cronica e amiloidose. '8
As lesbes histopatolégicas observadas nos glomérulos vari-
am de leve a grave®? e sdo descritas como: espessamento
da membrana basal glomerular,258.11.16.18.20 presenga de cres-
cente fibrocelular ao longo da capsula de Bowman,'® aumen-
to no nimero de células mesangiais e matriz mesangial, 2816
lesdes escleréticas glomerulares focais,! microfilarias nos
capilares glomerulares e peritubulares'2581415 ¢ |gsdes lo-
cais ou difusas de nefrite intersticial.'*18.19

O presente estudo foi realizado para identificar e descrever as
lesGes renais, através de microscopia dptica, provocadas em
caes infectados experimentalmente por D. immitis com dife-
rentes cargas parasitarias em diferentes periodos de tempo.

Material e métodos

Caes .

Dezessete caes da raga Beagle, com idades variando entre 5 a
21 meses (9 machos, 4 fémeas e 4 machos castrados) foram
infectados experimentalmente com o parasita Dirofilaria immitis.

Alinfeccdo experimental foi realizada pelo Dr. J. McCallno TR.S.
Laboratories, Athens, GA — EUA, onde 13 animais foram
infectados por inje¢do subcutanea na regiao inguinal com 50
ou 400 larvas de terceiro estagio (L,), como descrito anterior-
mente,?' e quatro animais receberam transplante via veia jugular
direita de 18 vermes de 5 meses ou 35 vermes adultos.”

Onze caes da mesma raca, 10 fémeas e 1 macho, com ida-
des entre 18 e 36 meses, nao foram infectados, sendo utiliza-
dos como controle.

Os animais foram mantidos em canis telados, com piso iso-
lando-os dos dejetos e receberam ragéo balanceada comer-
cial duas vezes ao dia e agua ad libidum. Posteriormente
foram submetidos a eutanasia, respeitando-se o bem-estar
animal, entre 111 e 923 dias apo6s a infecgao.

No dia da eutandsia uma amostra de sangue venoso em
EDTA foi retirada para contagem de microfilarias: A amostra
sanguinea foi submetida ao teste de Knott modificado (Newton
& Wright, 1956) para contagem de microfilarias.

Os caes foram separados em seis grupos (de A a F) de acor-
do com o tipo (50 L3, 400 L3, 18 vermes ou 35 vermes) e o
tempo de infecgzo (111, 325, 365, 419, 818 ou 923 dias) e um
grupo controle (grupo G), como demostrado na Tabela 1.

Tabela 1: Animais separados em grupos de acordo com o tipo e tempo de infecgao.

m /20 meses*

2A o . L Mg miesest
3A ) m /18 meses*
4:A sl e sl e 1 8 mese st

. 5A : f/20

mc/12-16 meses*

. R mCY 1 2416 meses T
3B - mc/12:16 meses*
’ ’ : ci/ 122 esés*

. m/19-26 meses*
2C. - Ll : 'm:/19:26:meeses*

m )35 meses
. m/35meses* .

f/33 meses*
2E m/20'meéses*
3E _ m /20 meses*

f/37-42 meses*

50 Ls 325 dias
50k 325'dias:
50Ls 325 dias
50Ls .‘325'dias’
50L, - 325 dia

400 L, 111 dias
400 Ly it idiasy
111 dias

18 parasitas
18 parasitas
18 parasitas

365 dias
365 dias
365 dias

923 dias

1G f/31 meses” - -
2G /.35 meses® - -
3G /32 meses* - -
4G /36 meses* - -
5G m /18 meses* - -
6.G f/32 meses* - -
7G /36 meses* - -
8G /32 meses* - -
9G f/33 meses* -
10G /32 meses* - -
111G f/33 meses* -

* ldade a necropsia f — fémea m — macho
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mc — macho castrado




Tabela 2: Numero de microfilarias encontradas em 20ul de sangue & ntimero de parasitas recuperados por animal
na necropsia.

AAnimal ~ oo NmejZopt - N Parasitas (%)

10 (20%)

S (22%)
3A 18 (36%)
4A 5 10%)

74.(18,5%)
108 (27%)
5 (1,3%)

1Ga"11G> - 4 . .

Tabela 3: Alteragdes histopatolégicas encontradas nos rins de caes infectados experimentalmente por D. immitis.

‘ e s b Ménos
Animal Espessamento Proliferagao = Aum C v«capllarese
MBG' : celular ~matriz ‘intersticio’
] . mesangial®> ©° mesangial®

.~Global

Ausente Auseme k

1 + B Ausente - Presente
2A Ausénte + : - iAusents’ Ausente . S Ausente
3A Ausente + - Presente Ausente - Presente
4 A Ausente + + ) - Ausente Ausente ; # ; Ausente
5A Ausente’ + Ausente Auseme

- _ Ausentg

1B Ausente o+ - _Ausente Ausente - Ausente
2B Ausente e G Lo AUsente T AUSentes SR e (pielitey: ©. 0 Ausénite
- * Ausente

3B Ausente + - Ausente  Ausente
; ; ~Ausente: ; : S S S Ausente

Presente | -
‘Preserte SRR

) Ausente

Presente'
: Presente i

Presente
Presente

Presente Presente

Presente + - )
2E: . Ausente’ ¢ ++ ¥ Ausente Ausente! 0 e g s 0 Presente
3E Ausente ++ A Presente

Ausente

Presente

: SonETiai rupO'Gi(ébntro!e)
1Ga 11G - - - - - . -

. 1-Espessamento de MBG; esclerose giomerular; microfildrias (mf) nos capilares e/ou intersticio: ausente, presente.
2-Proliferagcao celular mesangial; aumento de matriz mesangial; nefrite intersticial : ausente ( - ), dicreto ( + ), moderado { ++ ),
aumentado ( +++ ).
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Necropsia e andlise das alteragées macroscdpicas

Todos os animais foram necropsiados. As cavidades toracica
e abdominal foram abertas e inspecionadas a procura de
vermes livres e todos os 6rgdos foram analisados
macroscopicamente. O bloco do coragdo com os pulmdes foi
examinado primeiramente abrindo-se o coragdo direito e cir-
cundando todo o atrio e ventriculo direitos. A artéria pulmonar
foi aberta seguindo suas ramificagdes em todos os lobos
pulmonares. Todos os parasitas encontrados no interior do
coragao direito e na artéria pulmonar e suas ramificacoes,
como também os vermes livres foram contados. Os rins fo-
ram remetidos pelo TRS Laboratories, embebidos em formol
10% tamponado para o processamento e analise no Labora-
torio de Histopatologia do Departamento de Patologia — Hos-
pital Universitario Anténio Pedro / Universidade Federal
Fluminense. Apé6s analise macroscépica foram colhidas
amostras -de tecido renal, contendo cértex e medula, fixadas
em formol tamponado a 10%, para processamento e estudo
em microscopia Optica.

Microscopia dptica

As amostras foram clivadas em fragmentos de 2 a 4mm de
espessura, identificadas e incluidas em parafina. As coloragdes
utilizadas foram: hematoxilina-eosina (H&E), acido periddico de
Schiff (PAS), prata-metanamina de Jones e tricromico de Masson.
As alteragdes identificadas a microscopia 6ptica como
espessamento de membrana basal glomerular, esclerose
glomerular segmentar ou global e microfilarias nos capilares e/
ou intersticio foram determinadas como ausente (A) ou presen-
te (P) e as alteragdes identificadas como.proliferacao celular
mesangial, aumento.de matriz mesangial e nefrite intersticial
foram semiquantificadas numa escala de 0 a 3+ (0 = nenhuma,
1+ =discreta, 2+ = moderada’'e 3+ = acentuada) (Tabela 3).

Resultados

O numero de microfilérias por '20 ul de sangue e o nimero de
parasitas recuperados na necropsia, por animal, sdo apre-
sentados na Tabela 2. T

Macroscopicamente foram observadas alteragbes na colora-
¢ao do tecido renal fixado em 12 dos 17 cées infectados expe-
rimentalmente por Dirofilaria immitis. Estas alteracdes esta-
vam representadas por manchas acinzentadas no cortex,
estrias esbranquicadas entre cortical e medular, medula de
coloracao castanha escura, estrias acastanhadas na medu-
la. No cao 1 F foram encontradas &reas deprimidas na super-
ficie da cortex renal.

As principais lesdes renais observadas a microscopia Optica
estao demonstradas na Tabela 3. Em todos os grupos a alte-
racao glomerular mais constante foi o aumento da celularidade
mesangial (Figura 1), associada ou nao a presenga de
microfilarias intracapilares ou intersticiais (Figura 2).

No grupo A foi encontrada discreta proliferagao mesangial,
alteragao esta que também foi encontrada nos demais ani-
mais dos outros grupos, variando de ausente (1C) a modera-
da (2B, 4B,1D, 2D, 2E, 3E, 1F). Todos os cies dos grupos
infectados possuiam microfilaremia, exceto os cies do gru-
po B (com 111, dias de infecga@o) e dois dos cinco caes do
grupo A (animais 3 e 5). Além disto os caes do grupo A apre-
sentaram microfilaremia baixa e trés dos cinco caes (ani-
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Figura 1 : Rim - cao 1 D: Proliferagéo celular mesangial (HE - 40 X neg.).

Figura 2 : Rim - cao 1 C: Microfilaria no capilar glomerular (seta) (HE
- 40 X neg.).

mais 1,3 e 5) ndo demonstraram microfilarias nos’ capilares
e/ou intersticio. Nos grupos C, D, E e F foram vistas altera-
¢bes glomerulares mais graves, como espessamento de
membrana basal glomerular (MBG) (Figura 3). Apenas no gru-

Figura 3 : Rim - co 1 D: Espessamento de membrana basal glomerular
(PMJ - 40 X neg.).




Po E e no cdo 4 A foram encontrados:-aumento da matriz
mesangial (Figura 4). Outras lesdes ‘evidenciadas foram:
esclerose glomerular focal segmentar e/ou global (Figura 5)
€m grupos diferentes e em apenas um animal de cada grupo
(3A, 1D e 1E). O achado de crescente fibrocelular foi raro,
sendo evidenciado somente em um cao (1E).

Alguns animais mostraram nefrite intersticial caracterizada
por infiltrado inflamatério mononuclear e focos de atrofia
tubular, fibrose intersticial e pielite (Figura 6). Nos animais do
grupo controle nao foram evidenciadas alteragdes

histopatolégicas renais significativas.

- c@o 1 E: Aumento de matriz mesangial (PMJ - 40 X neg.).

Figura 4: Rim

A

Figura 5: Rim - c@o 1 E: Esclerose glomerular focal e global (HE - 40 X neg.).
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Discuss3o e conclusio

Apesar de terem sido encontradas alteragdes macroscopicas
na coloragao dos rins dos caes infectados, nao houve asso-
ciagc@o entre este aspecto, carga parasitaria € alteragdes mi-
croscopicas. Alguns rins apresentavam-se macroscopica-
mente normais, mas mostravam lesdes histopatoldgicas
importantes.

Os resultados deste trabalho reafirmam que as principais
lesGes renais associadas a caes infectados por D. immitis
sao glomerulonefrite e nefrite intersticial, confirmando dados
da literatura.'151920 Algumas das alteragdes evidenciadas
caracterizavam histopatologicamente a glomerulonefrite
membranoproliferativa 841520

As alteragbes histopatolégicas observadas nos glomérulos
dos caes variavam de leve a moderada; sendo semelhan-
tes aos relatos da literatura. 258114161920 Ag lesBes renais
mais representativas foram evidenciadas nos animais com
mais de um ano de infecgdo e com microfilaremia mais
alta. Porém, no grupo B, os animais com 111 dias de infec-
¢80 nao possuiam microfilarias na circulagao, nem nos ca-
pilares e/ou intersticio renal e apresentavam aiteragdes
glomerulares caracterizadas por proliferagcdo mesangial ce-
lular discreta a moderada. Este achado sugere que
microfilarias possuem papel limitado na formagao da
glomerulonefrite, coincidindo com relatos anteriores de pa-
tologia renal em infecgdes ocultas.2® E provavel, portanto,
que a glomerulonefrite em cées infectados pela D. immitis
esteja associada & quantidade de parasitas adultos, como
ja foi relatado anteriormente.'s's Estes pesquisadores
demostraram que complexos imunes na circulagio
correlacionaram-se significativamente com o namero de pa-
rasitas adultos, mas n@ao com a microfilaremia.'s Posterior-
mente, estes autores produziram anticorpos monoclonais
especificos para o parasita adulto da D. immitis, reativos
com microfilarias. Foi encontrada correlag3o significativa
entre o nivel de antigenos na circulagao e a carga de parasi-
tas adultos, sugerindo que os antigenos liberados pelos
parasitas adultos fazem parte do complexo imune na circu-
lagao de caes infectados.’ Todos os caes infectados, até
mesmo os do grupo B, que ndo apresentavam microfilarias
na circulagao, exibiam lesdes renais. Destes animais fo-
ram recuperados parasitas das artérias pulmonares, seus
ramos e do ventriculo direito, 0 que mostra a importancia de
parasitas adultos na patogénese renal, confirmando traba-
lhos anteriores.s1¢

Considera-se de grande importancia para a compreensao
da fisiopatologia renal da dirofilariose, a melhor caracteriza-
¢ao das lesdes glomerulares, como as alteragbes de MBG
provocadas por complexos imunes, que seriam responsa-
veis pela proteindria. Desta maneira, o tratamento adequado
dos animais poderia ser melhor conduzido, corrigindo a fun-
¢ao renal e, conseqlientemente, favorecendo o prognostico.
E por este motivo que a avaliagao da proteinuria tem sido
valorizada como indicador de prognéstico nos protocolos de
exames prévios dos pacientes candidatos ao tratamento
adulticida.
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