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Aspergilose pulmonar associado a infarto agudo do miocardio em cao
Bronchopulmonary Aspergillosis Associated with Acute Myocardial Infarction in Dog
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ABSTRACT

Background: Fungi of the genus Aspergillus are ubiquitous microorganisms of opportunistic character, of which animals
and humans are continually exposed. Are described three main forms of aspergillosis in dogs: nasal, disseminated and
bronchopulmonary. This form which is restricted to the lung parenchyma is considered rare in dogs. The aim of this paper
is to report a case of pulmonary aspergillosis associated to acute myocardial infarction in a dog, focusing on epidemiologi-
cal, clinical, pathological and immunohistochemical characteristics.

Case: A male dog, 4-year-old, Pinscher, clinically presented dyspnea, anorexia, vomiting, concentrated urine and dark and
mollified faeces. On physical examination, there were congested oral and conjunctival mucosas, dehydration and petechiae
in the outer ear. The animal died five days after the clinical attendance and was sent for necropsy. The macroscopic lesions
were restricted to the lung, heart and liver. There were multifocal areas of consolidation in the lung parenchyma and yel-
lowish content in the trachea and bronchi lumen. The heart was rounded and with pale areas in the myocardium. Liver was
discreet accentuation of the lobular pattern. Histologically the lesion was characterized by pyogranulomatous and necro-
tizing bronchopneumonia, multifocal to coalescing, moderate, associated with myriads of intralesional hyphae consistent
with Aspergillus spp., associated with acute myocardial infarction. The hyphae weakly stained basophilic by hematoxylin
and eosin were strongly impregnated by Grocott’s methenamine silver nitrate and showed strong immunolabelling of the
cytoplasm, which were evidenced in brown. There were areas of acute myocardial infarction and hepatocellular degenera-
tion and congestion in the liver, although fungal hyphae were not observed in these tissues.

Discussion: The diagnosis of pulmonary aspergillosis was established based on the morphological and tinctorial characteris-
tics of the agent and confirmed by immunohistochemistry. In this case, is not included in the clinical history any conditions
that could promote immunosuppression, neither were observed morphological changes in the pathological examination
which suggested other intercurrent diseases. It is likely that the dog has been exposed to the inhalation of large amounts of
conidia for a long period of time, condition that favors the occurrence of the disease, even in immunocompetent animals.
Probably were not evidenced severe respiratory clinical signs, that characterize the pulmonary impairment, due to the short
course of the disease. The pyogranulomatous and necrotizing inflammatory reaction is typical of fungal infection and was
restricted to the lung parenchyma. The areas of coagulation necrosis observed in the myocardium are probably secondary
to vascular injury caused by the fungi, with subsequent thromboembolism, ischemia and infarction. In Brazil, there are few
reports of aspergillosis in dogs, have been reported the nasal and systemic forms. In the world literature, there are few reports
about this bronchopulmonary form of the disease. Although uncommon, pulmonary aspergillosis should be considered in
the differential diagnosis of diseases that affect the lower respiratory tract of dogs, as well as its systemic complications
resulting from angioinvasive characteristic of the fungus, which in this case was determinant to the death of the animal.
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INTRODUCAO

Fungos do género Aspergillus sao microrganismos
ubiquos, de cardter oportunista, aos quais animais e seres
humanos estio continuamente expostos [3]. O sistema res-
piratério € a habitual porta de entrada desses agentes [ 14].

Infecgdes por estes fungos geralmente nao
promovem doenga nos caes, sendo necessarias condi-
¢coes de imunossupressao associadas a outros fatores
de risco para que ocorra a doenga [3]. No entanto, a
doenca pode ocorrer ocasionalmente em animais imu-
nocompetentes, estando a patogenicidade relacionada
a viruléncia da espécie infectante e a quantidade de
propégulos fingicos inalados [1].

Sdo descritas trés principais formas de asper-
gilose em cdes: nasal, disseminada e broncopulmonar
[17]. A forma nasal € mais frequente e geralmente estd
associada a sinusite, acometendo particularmente ragas
dolicocefdlicas [12]; a forma disseminada & infrequen-
te, mas potencialmente fatal, ocorrendo disseminagao
por via hematdgena para diferentes 6rgaos [17]; e a
forma que se restringe ao parénquima pulmonar € con-
siderada rara em caes [1]. O objetivo desse trabalho é
relatar um caso de aspergilose pulmonar em cdo, com
enfoque nos achados epidemiolégicos, clinico-patol6-
gicos e imuno-histoquimicos.

CASO

Um canino macho, quatro anos de idade, da
raga Pinscher, foi atendido no Hospital Veterinario com
histérico de dificuldade respiratéria, anorexia, vomito
e fezes diarreicas e enegrecidas ha aproximadamente
dois dias. Ao exame fisico, observaram-se mucosas
conjuntival e oral congestas, desidratacdo e presenca
de petéquias no pavilhdo auricular. No hemograma
observou-se leucocitose com neutrofilia e desvio a
esquerda e na bioquimica sérica discreto aumento dos
niveis de ureia e creatinina. O animal morreu cinco dias
apods o atendimento clinico e foi encaminhado para o
exame necropsia no Laboratério de Patologia Animal
do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de
Campina Grande, Campus de Patos, Paraiba.

Fragmentos de tecidos foram coletados,
fixados em formol tamponado a 10%, processados
rotineiramente e corados com hematoxilina e eosina
(HE). Seccdes histologicas foram também coradas
pela metenamina nitrato de prata de Grocott (GMS).

Macroscopicamente observaram-se lesdes nos
pulmdes, coracdo e figado. Nos pulmdes havia dreas

multifocais de consolidag¢do do parénquima e com con-
tetido amarelado na traqueia e no limen de bronquios.
O coracio apresentava-se globoso e com dreas pdlidas
multifocais no miocardio, além de codgulos mistos em
ambos os ventriculos. No figado observou-se discreta
evidenciacao do padrdo lobular.

Histologicamente a lesdo caracterizava-se por
broncopneumonia piogranulomatosa e necrosante,
multifocal a coalescente, moderada, associada a miria-
des de hifas intralesionais compativeis com Aspergillus
spp., associada a infarto agudo do miocéardio.

Havia nos pulmdes dreas multifocais a coales-
centes, por vezes focalmente extensas, de necrose, com
infiltrado inflamatdrio constituido predominantemente
por neutréfilos e macréfagos (Figura 1A). Observou-se
ainda infiltrado inflamatério semelhante no limen de
bronquios, bronquiolos e alvéolos, além de necrose do
epitélio que reveste essas estruturas. Associado a essas
dreas foram observadas mirfades de hifas de paredes
paralelas, septadas, por vezes com ramificagdes dicotod-
micas, que mediam aproximadamente 8 pum; verificadas
em maior quantidade no limen de bronquios (Figura
1B), e em menor ndmero no limen de bronquiolos e
alvéolos. No limen dos bronquios foram observadas
estruturas caracteristicas do género Aspergillus que,
neste caso, consistiam de uma vesicula aspergilar
recoberta por uma camada bisseriada composta por
metulas e fidlides hialinas de paredes lisas que forma-
vam fialoconidios globosos dispostos radiadamentes
(Figura 1B, inset).

No coracdo havia dreas focalmente extensas de
necrose de coagulacdo de cardiomidcitos associado a
discreto infiltrado inflamatério de macréfagos e raros
neutréfilos. No figado observou-se difusa degeneragcdo
hepatocelular, mais pronunciada na regido centrolobular,
e congestao difusa e acentuada dos capilares sinusoidais.

A imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada uti-
lizando-se o anticorpo primario monoclonal produzido
em camundongo anti-Aspergillus spp. (Clone WF-
AF-1, AbD) (Serotec®)!. As se¢oes de tecidos foram
submetidas a desparafinizagdo e hidrata¢do. O bloqueio
da peroxidase endégena foi realizado com peréxido de
hidrogénio a 3% (Agua oxigenada Farmax®)? por 10
min. As reacdes inespecificas foram bloqueadas com a
incubacdo dos cortes em leite em pé desnatado (Moli-
c0®)?a 5% por 30 min em temperatura ambiente. Como
sistema de deteccao, utilizou-se o polimero EasyLink
One (Amplificador+Polimero HRP) (EasyPath®)* e a
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revelacdo foi com o substrato-cromégeno DAB (Li-
quid DAB [3,3’diaminobenzidine]) (Dako®)’. Como
controle negativo utilizou-se uma seccio do tecido
analisado incubado apenas com o diluente do anticorpo
(PBST) e como controle positivo utilizou-se um caso
previamente diagnosticado como aspergilose.

As hifas observadas fracamente basofilicas em
HE foram fortemente impregnadas pela reagao de GMS
(Figura 1C) e na IHQ demostraram intensa imunomar-
cacdo do citoplasma das hifas, sendo evidenciadas em
marrom (Figura 1D).
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Figura 1. Aspergilose pulmonar em cdo. A- Observa-se infiltrado
inflamatdrio piogranulomatoso associado a debris celulares
(asterisco) no limen de bronquio (HE. Obj. 20x). B- Observa-se
grande quantidade de hifas intralesionais fracamente basofilicas
em secc¢des transversais e longitudinais (setas). Inset: vesicula de
Aspergillus sp. recoberta por uma camada bisseriada composta por
metulas e fidlides hialinas de paredes lisas que formavam fialoconidios
globosos dispostos radiadamentes (HE. Obj. 40x). C- Observam-se
hifas impregnadas (GMS. Obj. 40x). D- Observam-se hifas com
imunomarcagao do citoplasma em marrom (IHQ. Obj. 40x).

DISCUSSAO

O diagnéstico de aspergilose pulmonar foi es-
tabelecido com base nas caracteristicas morfotintoriais
do agente e confirmado por imuno-histoquimica. Fun-
gos do género Aspergillus, possuem carater oportunis-
ta, mas usualmente ndo sdo associados a infec¢des que
ocasionem doengas em cdes [3]. A imunossupressao
desempenha, assim, importante papel na patogénese
dessas infeccdes [1,3]. Nos caes, as principais causas de
imunossupressao estdo relacionadas ao uso prolonga-
do de corticosteroides, antibioticoterapia prolongada,
tratamentos quimioterdpicos, neoplasias malignas,
desnutri¢do, diabetes mellitus e infec¢des intercor-
rentes, particularmente pelo virus da cinomose canina

[3]. No entanto, ndo constam no histdrico clinico desse
animal quaisquer condi¢des que pudessem promover
imunossupressao, tampouco foram observadas altera-
coes morfoldgicas no exame patoldgico que sugerissem
outras doencas intercorrentes.

E provével que o cdo tenha sido exposto a
inalacdo de grande quantidade de conidios por longo
periodo de tempo, condi¢io que favorece a ocorréncia
da doenca, mesmo em animais imunocompetentes
[3]. A inalacdo desses propagulos € a principal via de
infeccdo por fungos do género Aspergillus [14].

Essa forma broncopulmonar da doenca é
considerada uma apresenta¢do incomum [17]. Os si-
nais clinicos sdo inespecificos e incluem febre, tosse,
hemoptise, dispneia, descarga nasal mucopurulenta,
inapeténcia e emagrecimento [1,9,10,16]. Nesse
caso, provavelmente nido foram evidenciados sinais
clinicos respiratérios graves, que caracterizassem o
comprometimento pulmonar, devido a curta evolugao
da doenca. Foram observados sinais clinicos inespecifi-
cos, leucograma condizente com resposta imunoldgica
frente a processos infecciosos, e bioquimica sérica
apresentando discreta azotemia que pode ser atribuida
a desidratag@o, vista no exame clinico.

A reacdo inflamatdria observada é considerada
como tipica de infeccdes flingicas e, as caracteristicas
histomorfoldgicas e tintoriais do agente, foram determi-
nantes para o diagndstico. Hifas intralesionais septadas,
com paredes paralelas, formando angulos agudos, e
medindo de 5-8 pm, as vezes apresentando conididforos
com vesicula (cabega) aspergilar uni ou bisseriada com
abundante formagcao de fialoconidios medindo 1.5-2 pm,
sdo caracteristicas de Aspergillus spp. [2,13]. Conside-
ra-se que os conididforos e as vesiculas aspergilares sdo
formadas unicamente quando as hifas estdo expostas a
grande quantidade de oxigénio. Diante disso, o diag-
noéstico pode ser estabelecido com base na visualizagdo
dessas estruturas na histopatologia [13].

As dreas de necrose de coagulacdo observadas
no miocdrdio provavelmente sdo resultado de infartos
agudos. O cardter angioinvasivo dos fungos perten-
centes ao género Aspergillus promove lesdo vascular
e formacdo de trombos, que desprendem émbolos, e
cursam com isquemia e infarto em diferentes 6rgaos
[13], com consequentes dreas de necrose de coagula-
cdo. Hipotetizamos que esses eventos no tecido mio-
cardico foram determinantes para o desenvolvimento
de insuficiéncia cardiaca aguda e morte do animal.
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Broncopneumonias micéticas em caes sdo mais
frequentemente causadas por fungos patogénicos pri-
marios, que podem ser diferenciados dos fungos opor-
tunistas do género Aspergillus, por suas caracteristicas
histomorfoldgicas particulares. Desta forma, impor-
tantes diagnosticos diferencias incluem: Blastomyces
dermatitidis, cujas células da fase leveduriforme sio
esféricas e possuem contorno celular com dupla parede,
brotamento em base larga e dimensdes variando entre
8-30 um [2, 11]; Cryptococcus neoformans, leveduras
esféricas, com brotamento em base estreita de forma
usualmente Unica, e dimensodes variando entre 2-10 um,
além da espessura da capsula que pode ser de até 34,16
um [11]; e os blastoconidios da fase leveduriforme do
Histoplasma capsulatum, observados no interior de
células do sistema monocitico fagocitdrio, possuem
forma ovalada, com centro basofilico circundado por
halo claro, e dimensdes muito menores, de 2-4 um [8].
Também devem ser incluidos nos diagnésticos dife-
renciais outros agentes que causam broncopneumonia
piogranulomatosa em caes, como Nocardia spp. [15],
Acanthamoeba sp. [5] e Toxoplasma gondii [4].

No Brasil, sdo raros os relatos de aspergilose
em cdes, tendo sido relatada a forma nasal [6] e a
sistémica [7]. Existindo poucos relatos na literatura
cientifica mundial sobre essa forma broncopulmonar
da doencga [1,9,10,16].

Apesar de incomum, a aspergilose pulmonar
deve ser considerada no diagnéstico diferencial de
doengas que acometem o trato respiratorio inferior
de caes e as complicagdes sistémicas resultantes das
caracteristicas angioinvasivas do fungo devem ser in-
vestigadas, pois neste caso foram determinantes para
a morte do animal.
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