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SANCHES, C.D.C. Estudo histopatoléogico das lesbées viscerais da
Erliquiose Monocitica Canina na fase crénica. Botucatu, 2015. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Ehrlichiose Monocitica Canina (EMC) é uma enfermidade infecciosa,
potencialmente fatal, causada por Ehrlichia canis, transmitida pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus. O curso da enfermidade é dividido em trés fases:
aguda, subclinica e crénica. O objetivo deste estudo foi avaliar as lesdes
anatomopatoldgicas que ocorreram no parénquima e no endotélio vascular do
encéfalo, coracdo, pulméo, figado, rim, baco e linfonodo mesentérico de 16
caes que vieram a o6bito acometidos pela EMC na fase crénica. Esses animais
apresentaram sinais clinicos neurologicos, porém na avaliagdo microscopica
nao exibiam lesdes que justificassem esses sintomas. No coragao foi possivel
notar a presenca de alteragcbes vasculares visiveis, como Coagulagao
Intravascular Disseminada, necrose dos midcitos proximos a esses vasos,
congestdo e hemorragias devido a severa trombocitopenia desenvolvida
durante a infeccdo. No pulmao notou-se pneumonia em grande parte dos
animais estudados. O figado também se apresentou acometido, mas néao
diretamente pela infeccdo, mas sim por consequéncia de outros fatores
prejudiciais relacionados a doenga. Em todos os rins avaliados a
glomerulonefrite se mostrou presente. Em todos os 16 animais pode-se notar a
esplenomegalia. O linfonodo mesentérico ndo € uma estrutura muito estudada
em animais com EMC, mas pode-se notar um grande infiltrado plasmocitario.
No entanto, cocluiu-se que a vasculite foi responsavel por grande parte das

lesdes, sendo predominante o infiltrado plasmocitario.

Palavras chave: Cao, Ehrlichia canis, Rhipicephalus sanguineus, Erliquiose

Monocitica Crbnica, Trombocitopenia
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SANCHES, C.D.C. Histopathological study of visceral lesions Canine
Ehrlichiosis Monocytic in the chronic phase. Botucatu, 2015. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME) is an infectious disease, potentially fatal,
caused by Ehrlichia canis, transmitted by Rhipicephalus sanguineus. The
course of the disease is divided into three stages: acute, chronic and
subclinical. The aim of this study was to evaluate the pathological lesions that
occurred in the parenchyma and the vascular endothelium of the brain, heart,
lung, liver, kidney, spleen and mesenteric lymph node of 16 dogs that died
affected by CME in the chronic phase. These animals showed neurological
signs, but in microscopic evaluation showed no injury to justify these symptoms.
In the heart it was possible to notice the presence of visible vascular
abnormalities, such as disseminated intravascular coagulation, necrosis of the
myocytes near these vessels, congestion and bleeding due to severe
thrombocytopenia developed during infection. In the lung was noted pneumonia
in most animals studied. The liver also appeared affected, but not directly by
infection, but as a result of other harmful factors related to the disease. In all
evaluated kidneys showed this glomerulonephritis. In all 16 animals can be
noted splenomegaly. The mesenteric lymph node is not a very studied structure
in animal CME, but you may notice a large plasma cell infiltrate. However, the
vasculitis was responsible for much of the lesions, predominant being the

plasma cell infiltrate.

Key-words: Dog, Ehrlichia canis, Rhipicephalus sanguineus, Canine Cronic

Monocytic, Thrombocytopenia
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1. Introducao

A Erlichiose Monocitica Canina (EMC) é uma doenca infecciosa de
grande importancia no Brasil, sendo que a incidéncia registrada pelo Servigo de
Molésticas Infecciosas dos Animais Domésticos da Unesp — FMVZ- na cidade
de Botucatu-SP, chegam a mil casos anuais, ja que a regido € considerada
endémica para o Rhipicephalus sanguineus, o carrapato marrom do cdo que
serve como vetor para Ehrlichia canis, agente etiolégico primario da EMC.

Essa enfermidade teve como foco de estudo nos ultimos anos a sua
epidemiologia, aspectos clinicos, patogenia, terapéutica e diagnostico
molecular, no entanto a imunopatogenia assim como seus aspectos
patologicos macro e microscépicos ainda sido escassos.

Desde a detec¢ao da doenga ha quase 70 anos, a EMC tem se mostrado
uma das mais importantes enfermidades infecciosas dos cdes domésticos ao
redor do mundo, causando uma expressiva morbidade e letalidade em regides
endémicas a infestagdo pelo carrapato R. sanguineus.

A evolugédo da erliquiose € dividida em trés fases: aguda, subclinica e
cronica. Quando o diagndstico é feito na fase aguda os caes se recuperam da
enfermidade com o tratamento adequado. Ja os animais com o tratamento
inadequado ou ausente podem evoluir para a fase subclinica da doenga, com
consequente evolucido para a fase crbnica, caracterizada por alteragdes
clinicas e laboratoriais mais severas.

Considerando a regiao endémica e a consequente casuistica elevada de
casos cronicos, o objetivo deste estudo foi descrever as lesdes viscerais
provocadas durante a infecgdo por E. canis e avaliar histologicamente os

orgaos desses caes.
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2. Revisao da Literatura

2.1.Agente etiologico e epidemiologia

A Ehrlichia é uma enfermidade infecciosa, caracterizada por uma
bactéria cocdide, intracelular obrigatoria, gram-negativa, pleomorfica, pequena
medindo cerca de 0,5 — 0,9 um (HARRUS; WANER, 2011). O microrganismo
se localiza principalmente nas células do sistema reticulo endotelial do figado,
baco e linfonodos, sendo as células mononucleares o ponto inicial de sua
multiplicagdo (MUNHOZ; BABO, 1998).

A EMC causada pela E. canis foi descrita primeiramente em 1935 por
Donatien e Lestoquard onde, ao analisar esfregagcos sanguineos de caes febris
e anémicos infestados por R. sanguineus, observaram a presenga de
pequenos organismos semelhantes a rickettsias no interior de mondcitos,
denominando-os de Rickettsia canis (MUNHOZ; BABO, 1998).

Em 1945, a espécie foi renomeada por Moshkovsky para E. canis em
homenagem a Paul Ehrlich, um famoso bacteriologista alemdo (McDADE,
1990).

Durante a guerra do Vietna ocorreu um surto de erliquiose em caes do
Exército Americano vitimando cerca de 300 cédes que desenvolveram a
enfermidade hemorragica fatal entdo denominada Pancitopenia Tropical
Canina (HUXSOLL et al., 1970), fato que tornou a enfermidade reconhecida
mundialmente como uma doenga infecciosa importante de caes e outros
membros da familia Canidae (HARVEY; SIMPSON; GASKIN, 1978), incluindo
lobos e chacais (RIKIHISA, 2000).

No Brasil, a EMC foi descrita pela primeira vez em 1973, em Belo
Horizonte, Minas Gerais (COSTA et al., 1973), sendo este também o primeiro
caso diagnosticado na América do Sul. Nos dias atuais ja foram e ainda sao
descritos casos em todo o territorio nacional.

A EMC também pode ser denominada Pancitopenia Tropical Canina
(HUXSOLL et al., 1970; SMITH et al., 1976), Riquetsiose Canina, Tifo Canino,
Febre Hemorragica Canina, Afecgdo Hemorragica de Nairdbi (WANER;
HARRUS, 2000), Sindrome Hemorragica Idiopatica, Moléstia do Cao
Rastreador (GREENE; APPEL, 2012).
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Em geral as espécies de Ehrlichia podem ser diferenciadas pelo tipo de
célula que infectam. A E. canis e E. chaffensis infectam mondcitos, provocando
a erliquiose monocitica, enquanto que a E. ewingii invade neutrdéfilos causando
a erliquiose granulocitica (VARELA, 2003).

A erliquiose € descrita mundialmente, mas nota-se maior concentragao
dos casos em areas tropicais e subtropicais devido a distribuigdo geografica do
principal vetor da doencga, o R. sanguineus também conhecido como carrapato
vermelho ou carrapato marrom do cdo (HARRUS et al., 1997; COHN, 2003).

Uma vez no carrapato ocorre a transmissao trans-estadial, porém nao
existe a transmissao trans-ovariana no vetor (LEWIS JR, et al., 1977), podendo
a doenca ser transmitida pelos trés estagios: larva, ninfa e adulto (GROVES et
al., 1975; DAGNONE et al., 2001; BREMER et al., 2005). As larvas e ninfas se
infectam a partir da ingestao de leucdcitos de caes infectados na fase aguda da
doenca (SMITH et al., 1976; LEWIS et al., 1977).

Uma vez no vetor, as bactérias se disseminam nos hemdcitos, alcangam
o intestino e dai a glandula salivar e durante a alimentagcdo os carrapatos
inoculam a secregao salivar contaminada no hospedeiro (SMITH et al., 1976).

O carrapato infectado pode transmitir E. canis por até cinco meses apos
adquirir a infeccao (RIKIHISA, 1991; DAGNONE et al., 2001). No entanto, a
enfermidade pode também ser transmitida via transfusao sanguinea (NEER et
al.,, 2012), até mesmo concomitantemente a infeccdo por Babesia canis,
Hepatozoon canis, Bartonella vinsonii, ou ainda, associada a outras espécies
de Ehrlichia (BREITSCHWERDT, 2004).

Apobs inoculacao o periodo de incubacéo é de oito a 20 dias (GREENE;
APPEL, 2012), e uma vez no hospedeiro as bactérias se multiplicam nos
fagossomos das células mononucleares fagociticas, propagando-se para o
baco, figado e 6rgaos linféides (MCDADE, 1990), evoluindo de corpusculos
elementares para corpusculos iniciais até a formagao de moérulas (NYINDO et
al., 1971).

As células infectadas sao transportadas especialmente ao pulmao, rins e
meninges, aderindo ao endotélio vascular e induzindo o aparecimento de
vasculite e infecgéo do tecido subendotelial (SIMPSON, 1974).
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2.2.Patogenia

O ciclo se inicia com a inoculagdo do agente pelo carrapato durante o
repasto sanguineo. A bactéria penetra nas células mononucleares sob a forma
de corpusculos elementares (SANTAREM, 2003) que s&o as formas individuais
do parasito. Uma vez na circulagdo, alcangcam os mondcitos e se multiplicam
nos fagossomos da célula hospedeira.

As inclusdes intracelulares formadas pelas Ehrlichias no hospedeiro séo
denominadas moérulas e podem ser encontradas nos leucdcitos na fase aguda
da infecgdo, em pequeno numero e por curto periodo de tempo. Cada moérula
contém varios corpos elementares, os quais sao liberados com o rompimento
da célula e irdo infectar outras células iniciando um novo ciclo (McDADE,
1990).

Um mecanismo de adaptacdo que possibilita a permanéncia das
erliquias dentro dos vacuolos e a sua comunicagdo com a célula hospedeira
por meio de reticulo endoplasmatico foi identificado em um grupo de genes de
anquirina que codificam proteinas que talvez possam mediar interagdes
especificas entre proteinas. No entanto, devido a essas proteinas de anquirina
nao ocorre a fusao fagolisossomal no interior das células infectadas, permitindo
que os corpusculos elementares se desenvolvam e se dividam por divisdo
binaria dentro dos limites do fagossomo nas células hospedeiras infectadas
(GREENE; APPEL, 2012).

Uma vez a bactéria no interior das células mononucleares teciduais de
baco, figado e linfonodos, sdo carreadas pela corrente sanguinea para os
pulmdes, rins e meninges, onde aderem ao endotélio vascular e causam
vasculite e infec¢do do tecido subendotelial (FONSECA et al., 2013).

ApoOs a fase aguda os animais imunocompetentes podem eliminar o
agente sem desenvolver a fase crénica, ou estabelecer a fase subclinica, onde
os sinais clinicos ndo sao evidentes, mas o agente permanece infectando o
organismo do hospedeiro, principalmente bacgo, persistindo por meses e anos
(FONSECA et al., 2013).

Nos cades onde existe a resposta imunoldgica insuficiente a doencga ira

se desenvolver para a fase crbnica, ocorrendo o comprometimento da medula
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0ssea com uma predominante pancitopenia no exame hematoldgico
(MYLONAKIS et al., 2004).

O prognéstico na fase aguda é favoravel, ja que com a terapéutica
adequada é possivel observar melhora clinica ja no inicio do tratamento. Na
fase subclinica, o prognostico varia de favoravel a reservado conforme a
sintomatologia do animal e sua condigdo imunolégica e evolugdo para a fase
cronica. Neste caso, o prognostico € desfavoravel, principalmente quando
evolui para hipoplasia arregenerativa na medula 6éssea (HARRUS et al., 1997;
GREENE; APPEL, 2012).

No entanto, quanto mais precoce o inicio do tratamento de cides com a
infeccdo aguda for iniciado, maior a probabilidade de um progndstico favoravel.
Ja caes na fase crbnica da enfermidade dificimente respondem
adequadamente ao tratamento devido as alteragcbes causadas pela doenca

multissistémica e a mielossupresséo grave (GREENE; APPEL, 2012).

2.3.lmunopatogenia

Quando a E. canis interage com as células hospedeiras, sinais sao
ativados desarmando o sistema de alarme e os mecanismos microbicidas dos
leucocitos, dando condicdo da célula hospedeira aceitar a bactéria para
compartilhar seu interior e sua fonte de nutrientes. Concomitantemente, no
interior da bactéria sinais sao ativados permitindo a regulagdo do seu
metabolismo e fisiologia no novo ambiente celular. Somente entdo sua
permanéncia temporaria nao causara transtorno a fisiologia da célula invadida,
até que tenham se multiplicado o suficiente (RIKIHISA, 2003).

Mavromatis et al. (2006) descreveram trés glicoproteinas de membrana
imunorreativas principais (gp 36, gp 140 e gp 200) que estao relacionadas com
a resposta imune do hospedeiro, adesdo das ehrliquias com a célula
hospedeira e apresentam importante papel na sua patogénese.

Estudos com infec¢do experimental de E. canis em caes tém permitido
avaliar as alteragdes imunolégicas da doenga. Ha intensa infiltracdo de
plasmécitos em orgaos parenquimatosos, sendo que os animais comumente
apresentam teste de Coombs e autoaglutinagdo positivos (HARRUS et al.,
1999; CASTRO et al., 2004).
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A ativacao de células T é necessaria para a interacdo entre resposta
imune humoral e celular, e uma efetiva destruicido intracelular do parasita. Além
disso, tem sido proposto que a imunidade celular desempenha um papel
importante na patogénese da erliquiose canina, determinada por um aumento
das células T citotoxicas durante a infecgcdo, o que resulta em aumento da
citotoxicidade mediada por células (CASTRO et al., 2004).

A trombocitopenia é considerada a alteragdo hematologica caracteristica
de caes infectados por E. canis. Esta anormalidade envolve varios processos ja
citados anteriormente como aumento do consumo plaquetario, sequestro
esplénico, destruicdo imunomediada, decréscimo na producido de plaquetas
devido hipoplasia medular na fase crénica e/ou diminuicdo da vida média
dessas células (BULLA et al., 2004).

No entanto, a queda do numero de plaquetas também pode ser
secundaria a produgao nos linfécitos de citocinas como o fator de inibigao-
migracdo plaquetaria, que parece intensificar o sequestro e estase de
plaquetas, levando a sua redugao no sangue periférico (HARRUS et al., 1999a;
BULLA et al., 2004).

A destruicido imunomediada foi demostrada pela presenca de anticorpos
anti-plaquetas (APA) no soro de caes experimentalmente infectados com E.
canis. Além disso, existem evidéncias de que a interacdo dos anticorpos APA
com as glicoproteinas de membrana das plaquetas é a causa das disfungdes
plaquetarias, em particular a inibicdo da agregacgao plaquetaria, durante a fase
aguda da doenca (HARRUS et al., 1999a).

2.4.Aspectos clinicos

O desenvolvimento da enfermidade se da em trés fases: aguda,
subclinica e cronica. O periodo de incubagao varia de oito a vinte dias poés
infeccdo que tem duragdo de duas a quatro semanas (NELSON; COUTO,
2001).

Durante a fase aguda, os sinais clinicos sédo inespecificos e incluem
febre, secregdo ocular e nasal, anorexia, apatia, perda de peso, dispneia,

linfoadenopatia, diateses hemorragicas em mucosas e subcutaneo, sinais
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neurolégicos, musculares, oculares e poliatrite (RIKIHISA et al., 1991;
DAGNONE et al., 2001; GREENE; APPEL, 2012), além de edema de
membros, poliuria e/ou polidipsia (OLIVEIRA et al., 2000).

Na fase subclinica o animal se apresenta sem sinais clinicos aparentes.

Na fase crbénica ocorrem sinais clinicos variando de apatia, letargia,
perda de peso, mucosas palidas, febre, edema periférico, hemorragias,
pneumonia intersticial, poliartrite, insuficiéncia renal (WANER; HARRUS, 2000),
linfoadenopatia, esplenomegalia (UENO et al., 2009), uveite anterior, meningite
associada a ataxia cerebelar, paresia, hiperestesia (GREENE 2012). A
trombocitopenia severa pode causar epistaxe, petéquias ou equimoses,
melena, hematuria, hifema e hemorragia de retina (NEER; HARRUS, 2006).

2.5.Aspectos laboratoriais

2.5.1. Hematoldgicos

Na fase aguda o consumo, sequestro e destruicdo das plaquetas
causam a trombocitopenia, com aparente petéquias, sufusdes e equimoses
que estarao presentes nesta fase (ALMOSNY, 2002).

A contagem de leucocitos € variavel, podendo diminuir devido ao
sequestro destas células por mecanismos imunoldgicos (MOREIRA et al.,
2003), e anemia branda progressiva também pode se fazer presente devido a
supressao da producgao de eritrocitos e a destruicdo acelerada das hemacias
(ALMOSNY, 2002; ETTINGER; FELDMAN, 2004).

Na fase subclinica pode estar presente uma trombocitopenia branda,
mesmo na auséncia de sintomas (HARRUS et al., 1997). A trombocitopenia &
um o6timo indicador de infeccdo, ja que ocorre frequentemente em qualquer
fase da enfermidade (BULLA et al., 2004), sendo decorrente de varios
mecanismos imunomediados ja citados acima (MOREIRA et al., 2003).

Na fase cronica as alteragbes hematolégicas mais encontradas sao
anemia nao regenerativa, trombocitopenia e leucopenia decorrentes do
comprometimento da medula éssea, que pode ser causado por mecanismos

imunomediados , infeccao no interior da medula dssea ou exaustdo devido a
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destruicdo continua de plaquetas (DAGNONE et al., 2001a; MACHADO, 2004;
GREENE; APPEL, 2012).

As alteragdes bioquimicas mais encontradas sao hiperproteinemia,
hipergamaglobulinemia e posterior hipoalbuminemia (CASTRO et al., 2004;
WATANABE et al, 2005), elevacbes  das atividades de
aspartatoaminotranferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e
alaninoaminotransferase (ALT) e baixa elevacdo dos niveis séricos de
bilirrubina com leve ictericia (ALMOSNY, 2002), além de azotemia (TROY;
FORRESTER, 2006).

2.5.2. Macroscopia

Durante um exame necroscopico de um cao com E. canis é possivel
encontrar petéquias e equimoses em superficie serosa e mucosa da maioria
dos orgaos, incluindo cavidade nasal, pulmdes, rins, bexiga, trato gastrintestinal
e tecido subcutaneo (GREENE; APPEL, 2012).

Alteragbes como linfadenomegalia generalizada, esplenomegalia e
hepatomegalia podem ser encontradas durante a fase aguda da enfermidade.
A linfadenomegalia pode ser generalizada e os linfonodos podem se encontrar
na cor acastanhada. Emaciacdo com perda da condicao fisica ocular podem
ser encontradas na fase cronica (GREENE; APPEL, 2012).

2.5.3. Microscopia

Em um estudo com 27 caes experimentalmente infectados com E. canis
observaram meningite com infiltrado predominantemente monocitico em todos
os caes (PANCIERA et al., 2001).

Um dos achados histopatolégicos caracteristicos consiste em infiltrado
plasmocitario perivascular em varios o6rgéos, incluindo pulmbdes, cérebro,
meninges, rins, linfonodos, medula éssea, bago e em alguns casos, pele ou
mucosa. No entanto, o grau de infiltrado de células linfoides e plasmécitos
parece aumentar nos caes cronicamente acometidos. Raramente sao
observadas moérulas em células fagocitarias mononucleares de tecidos corados
pela hematoxilina e eosina (HARRUS et al., 1998).
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2.6.Diagnostico

O diagnéstico presuntivo da EMC é comumente baseado no conjunto de
alteragdes clinicas e hematolégicas. Para o diagnéstico definitivo, varios
meétodos de detecgédo do agente ou de anticorpos especificos estdo atualmente
disponiveis.

O diagnéstico citolégico com a presenga de mérulas intracitoplasmaticas
em esfregaco sanguineo confirma a presenga de E. canis, mas a auséncia da
morula ndo indica a auséncia de infeccdo, ja que a E. canis se encontra
circulante em pequeno numero na corrente sanguinea durante a infecgdo e a
proporcao de célula infectada pode ser menor do que 1% (DAGNONE et al.,
2001a; LAPPIN, 2001).

O teste de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFl) é capaz de
detectar anticorpos anti- E. canis no sétimo dia pods-infecgdo. No entanto, a
principal desvantagem dos métodos sorolégicos além da possibilidade de
ocorrer reagado cruzada com outras espécies de Ehrlichia (SUKSAWAT et al.,
2000a), é a incapacidade de distinguir uma infeccdo atual de uma exposicéo
prévia, ja que os titulos de anticorpos diminuem lenta e gradualmente em
animais tratados, tornando-se negativos apenas apos 15 a 30 meses, mesmo
com a eliminagao do agente.

Em contrapartida, em areas endémicas, cdes podem mostrar alto titulo
de IgG para E. canis, mesmo sem apresentar a doenga clinicamente,
provocando resultado falso-negativo (PERILLE; MATUS, 1991; BULLA et al.,
2004).

Outro teste sorologico como ELISA é tao sensivel e especifico quanto a
RIFI e dispensa equipamentos caros, no entanto, apesar de facil leitura, seus
resultados indicam apenas positivos e negativos (LEBARTHE et al., 2003).
Ultimamente esse teste tem sido utilizado como adjuvante no diagnostico
ambulatorial, por ser rapido, de baixo custo e confiavel.

Devido a alta prevaléncia da enfermidade fez-se necessario buscar o
método diagndstico sensivel, especifico, menos complicado e que detectasse
diretamente a bactéria. Dessas necessidades surgiram as primeiras reacdes

em cadeia de polimerase (PCR) para detecc¢ao de E. canis, isolando o genoma
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e amplificando a por¢do do DNA do patégeno permitindo seu reconhecimento
especifico (IQBAL et al., 1994; IQBAL; RIKIHISA, 1994 a).

A PCR é um método de amplificagdo de DNA in vitro. Essa técnica tem
sensibilidade e especificidade consideravelmente superior as técnicas
parasitologicas, e pode ser empregada no diagnostico da erliquiose a partir das
amostras de necropsia e material de biopsia.

Esta técnica permite a identificacdo da espécie de Ehrlichia envolvida na
infeccdo, o que nem sempre é possivel em outro procedimento diagndstico,
contudo, apresenta custo mais elevado e requer técnicos especializados
(FENOLLAR, RAOULT, 2004).

A escolha da amostra para exame na PCR é geralmente determinada
pela fase da infeccao no animal, e preferencialmente, deve ser utilizado o
tecido esplénico, embora nos animais com infeccao crénica deva ser obtido
sangue da medula éssea (MYLONAKIS et al., 2004). Isso se deve ao fato do
baco ser o local de origem da multiplicacdo da Ehrlichia, na fase subclinica
(HARRUS et al., 1998b; HARRUS et al.,2004).
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3. Objetivos
3.1 Objetivos gerais
¢ Realizar exame necroscépico em caes naturalmente infectados pela
EMC, avaliar as alteragbes macroscopicas de encéfalo, coracéo,

pulméo, figado, bago, rins e linfonodo mesentérico.

e Avaliar por histopatologia e histoquimica as lesdes microscopicas nos

orgaos citados acima.

3.2 Objetivos especificos

e Através das laminas histolégicas coradas pela hematoxilina-eosina

detectar as lesdes principais nos 6rgaos coletados

e Utilizar corantes especiais como Tricrémio de Masson para visualizagao

de fibrose e Verde Metil Pironina para visualizagcao de plasmdcitos

3.3 Hipdtese
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4 Materiais e Métodos

Este estudo s6 foi dado prosseguimento quando obteve a aprovagao da
Comissdo De Etica No Uso De Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria

da Unesp — FMVZ - Botucatu gerando um protocolo n° 78/2015.

4.1. Critérios

e Caes com histérico de infestagao por carrapatos

e Idade, sexo e racga aleatorios

e Exames hematoldgicos com grave anemia, trombocitopenia e leucopenia
e Animais que sofreram ébito devido ao desenvolvimento da doenca

e Caes com PCR positivo de bago para E. canis

4.2. Animais

Foram utilizados 16 caes, naturalmente infectados, com idade, raca e
sexo aleatdrios, com evolugdo da fase crénica da enfermidade, que ja
passaram pelo tratamento preconizado para a doenca.

Todos os animais foram atendidos no servico de Enfermidades
Infecciosas dos Animais, do Hospital Veterinario, FMVZ, UNESP — Campus

Botucatu e os casos de o6bito foram utilizados neste procedimento de pesquisa.

4.3. Colheita de material

Apds o 6bito, um exame necroscoépico foi realizado e os 6rgaos foram
avaliados macroscopicamente e posteriormente colhidas amostras de encéfalo,
pulmao, coragao, figado, bago, rim e linfonodos mesentéricos que foram
colocados em frasco devidamente fechado contendo Formalina 10%
tamponada para andlise histopatolégica e histoquimica nas coloragdo de
Hematoxilina e Eosina (HE), Tricrémio de Masson (TM) e Verde Metil Pironina
(VMP).
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Uma pequena amostra esplénica de cada animal foi devidamente
congelada em freezer a -80°C e encaminhado para o Laboratério de
Diagnostico Molecular no Instituto de Biociéncias da UNESP-Botucatu do
Departamento de Microbiologia e Imunologia para diagndstico e realizagao da
PCR.

4.4. Técnica de Biologia Molecular

4.4.1. Extracado de DNA

Foi utilizado o Invisorb Spin Tissue Mini Kit ®

Esmagar as amostra de tecido em pequenos fragmentos ou moer com
nitrogénio liquido (5 a 40mg de tecido).

e Diluir com pequena quantidade de H20 se necessario.

e Transferir para um tubo de 1,5 mL.

e Ajustar o termobloco a 52°C.

¢ Identificar a quantidade necessaria de tubos.

e Pipetar para o tubo 400uL de Lysis Buffer e 40 uL de ProteinaseK.

e Passar pelo vortex por 5 a 10 segundos.

¢ Incubar no termobloco com agitacao até lise completa (aprox.. 20 min) a
52°C.

e Centrifugar por 2 minutos a 11.000 rpm.

e Transferir sobrenadante para novo tubo de 1,5 mL e acrescentar 200 uL
de Bilding Buffer T a amostra e passar pelo vortex.

e Transferir solucdo lisada para Spin Filter em tubo de 2,0 mL.

e Incubar por 1 min a temperatura ambiente e centrifugar por 2 min a
11.000 rpm.

¢ Neste meio tempo, aquecer o volume necessario de Elution Buffer (50
pML/amostra + 50 uL para erros de pipetagem).

e Descartar o filtrado e pipetar sobre o filtro 550 yL de Wash Buffer e

centrifugar por 1 minuto a 11.000 rpm.

e Descartar filtrado e repetir a lavagem anterior.
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e Centrifugar por 1min a 11.000 rpm.

e Descartar filtrado e centrifugar por mais 4 minutos em velocidade
maxima.

e Transferir filtro para o tubo de 1,5 mL do kit e adicionar 50uL de Elution
Buffer D (a 52°C).

e Incubar em temperatura ambiente por 3 minutos.

e Centrifugar por 1 minuto a 11.000 rpm.

e Descartar filtro.

4.4.2. Reagao de PCR

e A reagao ocorreu numa reacao final de 25 pL contendo, 2,5 pL de
amostra, 15,87 pL de agua MilliQ estéril, 0,5 L de dNTP 10mM, 2,5
pL de Buffer 10X, 1,5 uL de MgCl, 50 mM, 1 uL de primer DSB330 10
mM, 1 uM de primer DSB729 10 uM, 0,13 uL de Taq Platinum 5U/ uL.

e Descongelar os reagentes (exceto a Taq Platinum) e passar
rapidamente pelo vortex spin.

e N&o vortexar os primers.

e |dentificar os microtubos de 2002,5 uL de amostra.

e Aliquotar 22,5 uyL de amostra em cada microtubo previamente
identificado e manter em gelo.

e Levar para a sala de aplicagdo e adicionar 2,5 yL de amostra da
amostra.

e Levar ao termociclador, programa EHRLICHI (95°C por 2 minutos; 50
ciclos de: 95°C por 15 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 30

segundos, 72°C por 5 minutos.

4.5. Processamento Histopatoldgico

Os 6rgaos de todos os animais foram colhidos e fixados em solugao de
formalina a 10% tamponada, por 72 horas. Apds a fixacdo foram lavados por 1
hora e em seguida armazenados em solugdo de alcool a 70% até o

processamento.
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Os fragmentos processados de acordo com a técnica de rotina
histopatolégica para inclusdo em parafina. Cortes com 4 ym de espessura
foram obtidos em micrétomo rotativo, depositados em laminas e em seguida
permaneceram em estufa a 60°C por 12 horas para fixagcdo dos cortes a
lamina.

ApOs este procedimento, as laminas foram submetidas aos processos de
desparafinizacdo e hidratacdo; e em seguida foram coradas pelos métodos
Hematoxilina - Eosina, Tricromio de Masson e Verde Metil Pironina.

O processamento deste material e a confeccdo das I|&minas
histopatoldgicas foram realizados no Laboratorio de Consultoria e Diagndstico

Anatomopatoldgico Veterinario — CDAPVET- Presidente Prudente — SP.



27

5 Analise Estatistica

A distribuicao dos escores de lesdes anatomopatologicas de cada variavel
estudada foi calculada com o procedimento estatistico PROC FREQ (SAS

versao 9.3)
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6 Resultados

A avaliagcdo microscopica foi caracterizada em escore 0 (auséncia de
lesdo); escore 1 (grau leve); escore 2 (grau moderado) e escore 3 (grau severo

de lesdo).

6.1. Encéfalo

Cada um dos 16 encéfalos foram avaliados macroscopicamente e
microscopicamente. Do total, 93,75% n&o apresentaram alteracbes
macroscopicas, no entanto, em 6,25% foi possivel observar hemorragia focal
de bulbo e ponte e evidencializacdo de vasos sanguineos como mostra as
figuras 1 e 2. Essa alteracdo pode ser explicada pela vasculite presente na

infeccao pela E. canis.

FIGURA 1: Encéfalo de céo. FIGURA 2: Encéfalo de céao.
Hemorragia focal em regido de Evidencializacdo de vasos
ponte e bulbo (seta) e sanguineos (seta).
evidencializacao de vasos

sanguineos (cabeca da seta).

Microscopicamente as areas avaliadas foram cortex cerebral, cerebelo,
talamo, tronco encefalico e hipocampo, e as alteragdes selecionadas foram
desmielinizagao, presenga de manguito perivascular, edema e necrose neural.
Foram também avaliadas a presenca de alteracbes vasculares como
congestdo, hemorragia e trombose; meningite; meningoencefalite e

meningoencefalomielite. Esses resultados se encontram descritos no quadro 1.
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QUADRO 1: Analise estatistica comparada do encéfalo demonstrando a

frequéncia em porcentagem de escore de cada lesdo microscoépica.

Score

0

1

2

3

Total Animais

Animais/ %

Animais/ %

Animais/ %

Animais/ %

Desmielinizagdo

Cortex cerebral 4/26,67 11/73,33 0 0 15
Cerebelo 2/13,33 10/66,67 2/13,33 1/6,67 15
Téalamo 5/33,33 9/60 1/6,67 0 15
Tronco encefalico 4/26,67 9/60 1/6,67 1/6,67 15
Hipocampo 6/40 8/53,33 1/6,67 0 15
Manguito Peri Vascular
Cortex cerebral 5/33,33 9/60 1,667 0 15
Cerebelo 3/20 10/66,67 2/13,33 0 15
Talamo 8/63,33 6/40 1/6,67 0 15
Tronco encefalico 6/40 8/53,33 1/6,67 0 15
Hipocampo 8/53,33 6/40 1/6,67 0 15
Meningeano 5/35,71 8/57,14 1/7,14 0 15
Edema
Cortex cerebral 0 0 0 15/100 15
Cerebelo 0 0 2/13,33 13/86,67 15
Talamo 0 0 1/6,67 14/93,33 15
Tronco encefalico 0 0 1/6,67 14/93,33 15
Hipocampo 0 0 1/6,67 14/93,33 15
Necrose Neural
Cortex cerebral 2/13,33 11/73,33 2/13,33 0 15
Cerebelo 6/40 7/46,67 2/13,33 0 15
Talamo 6/40 8/53,33 1/6,67 0 15
Tronco encefalico 2/13,33 12/80 1/6,67 0 15
Hipocampo 7/46,67 7/46,67 1/6,67 0 15
Altercdes vasculares
Congestio 0 3/20 8/53,33 4/26,67 15
Hemorragia 8/53,33 7/46,67 0 0 15
Trombose 6/40 6/40 3/20 0 15
Meningite 6/40 9/60 0 0 15
Meningoencefalite 13/86,67 2/13,33 0 0 15
Meningoencefalomielite 15/100 0 0 0 15
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O edema foi a unica alteragdo microscoépica que se destacou tendo uma
graduagéao de escore 3 em praticamente todos os animais avaliados, contando
com cerca de 93,33% dos animais avaliados, e esta ilustrado na figura 3.

Presenga de manguitos perivasculares (figura 4) em escore 1 variando a
frequéncia de acordo com a regido avaliada, sendo cerebelo em 66,67% dos
animais; tronco encefalico em 53,33% e regido meningeana com 57,14% dos
animais.

A presenca de trombose esta ilustrada na figura 4. O infiltrado
plasmocitario esta evidente em varias regides como demonstra as figuras 4 e 5.

Meningoencefalite n&do foi encontrada em 86,67%, no entanto esta
presente em escore 1 em 13,33% dos animais; meningite ausente em 40% e
em escore 1 em 60% dos animais. A meningoencefalomielite esteve ausente

em todos os caes.

i i v s -4 72 L] 3 r
Vo 4 : v \, “ 3 e N l/ ¥/
L - » 'o ~ ¥ :t‘ : 1 > "’/’
§ Krdi8 &Y { oS s VBTNl
’ 0 A | -
; DS B RS
A . . B o SRS A2
% ¢ s Bt g0 e j.":‘b-
. <A QT B ApaN [
¢ R A
Y . .~ - ¥ '. ) .
I rEd Bl ’ By 28 e "
@ - ) Y Ly B L A
E] O 5. i ieLe b‘l /.;g S5\ )‘;o" S P
L N VBN - { o St S ‘e,
o e et Py 2
. , e " "1”~:(€-. = v .‘ \ ’
FIGURA 3: Encéfalo: cortex cerebral b} X ¥ AT :
— edema acentuado (seta) — HXE — S ’
40X FIGURA 4: Encéfalo — trombose

(seta) e manguito perivascular
plasmocitario (*) — HE — 40x

of o ¥
o | 8 .
.- .:\‘.- Chapn WA

FIGURA 5: Encéfalo — plexo coroide — coroidite plasmocitaria (seta) — HE — 40x




31

6.2. Coracao

Na avaliacdo cardiaca macroscépica dos 16 animais, foi possivel
observar alteragdes vasculares em 68,75% dos pacientes. As figuras 6, 7 e 8
ilustram algumas dessa alteracdes. Dentre elas, € possivel destacar petéquias
equimoéticas em atrio, endocardio e pericardio, condizente com presenca de
vasculite severa.

A avaliagdo histopatolégica detectou a presenca de alteragdes como
edema, congestdo, hemorragia, necrose, infiltrados neutrofilico, linfocitario,
linfoplasmocitario, plasmocitario e misto. Essa avaliagdo esta presente no
quadro 2. A presenca de trombo também pode ser observada como ilustra a

figura 9.

FIGURA 6: Toérax. Petéquias e FIGURA 8
sufusdes (seta) em costelas, atrio,
pericardio e pulméo e dilatacéo de
veia cava cranial (*).

Pulm&o: Edema,
enfisema, pequenos focos
hemorragicos em lobo pulmonar (*).
Coracédo: presenca de foco
hemorragico em regiéo atrial (seta)

. FIGURA 9: Coragéo — trombo- HXE
FIGURA 7: Pulm&o: Edema, — 40x

enfisema, pequenos focos
hemorragicos em lobo pulmonar
(seta). Coragdo: Petéquias e
equimoses (*).
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Neste estudo, podemos observar que alteracbes com escore 2 de
edema em 62,5% dos animais, escore 1 de necrose em 59,25% e um escore
de grau leve de infiltrado plasmocitario em 37,5% dos 16 animais avaliados.

Alteragbes como congestdao e hemorragia estao presentes em um grau
leve. Infiltrado neutrofilico, linfocitario e linfoplasmocitario estdo ausentes na
avaliagdo do orgao. Ja o infiltrado plasmocitario esteve presente em um escore

1 em 37,5% dos animais.

QUADRO 2: Analise estatistica comparada do coragdo demonstrando a

frequéncia em porcentagem de escore de cada lesdo microscopica

Score 0 1 2 3 Total Animais
Animais/% | Animais/% | Animais/% | Animais/%

Edema 0 5/31,25 10/62,50 1/6,25 16
Congestdo 2/12,5 5/31,25 4/25 5/31,25 16
Hemorragia 4/25 8/50 4/25 0 16

Necrose 0 9/59,25 5/31,25 2/12,5 16

Inf. Neutrofilico 15/93,75 1/6,25 0 0 16
Inf. Linfocitario 16/100 0 0 0 16
Inf. Linfoplasmocitario 16/100 0 0 0 16
Inf. Plasmocitario 8/50 6/37,50 2/12,50 0 16
Inf. Misto 2/12,50 12/75 1/6,25 1/6,25 16

6.3. Pulmao

As alteracdes pulmonares macroscopicas mais comuns foram edema
em 62,50% dos animais, enfisema presente em alguma regido pulmonar em
100% dos animais, a congestao em 68,75% dos animais. As figuras 6 e 7
ilustram essas alteracoes.

Dentre as alteragbes pulmonares, destacamos o grau de lesdo de
edema, enfisema, congestdo, hemorragia, atelectasia, hiperplasia de
pneumacitos, infiltrado neutrofilico; linfocitario; linfoplasmocitario; plasmocitario
e misto, necrose epitelial bronquial; bronquilar, pneumonia intersticial e

broncopneumonia. Essas alteracdes estdo presentes no quadro 3.



33

QUADRO 3: Anadlise estatistica comparada do pulmdo demonstrando a

frequéncia em porcentagem de escore de cada lesdo microscépica

Score 0 1 2 3 Total Animais
Animais/% | Animais/% | Animais/% | Animais/%

Edema 1/6,25 5/31,25 2/12,50 8/50 16
Enfisema 0 4/25 11/68,75 1/6,25 16
Congestao 0 8/50 5/31,25 3/18,75 16

Hemorragia 4/25 8/50 3/18,75 1,625 16
Atelectasia 1/6,25 7/43,75 7/43,75 1/6,25 16
Hiperplasia pneumocitos 1/6,25 3/18,75 10/62,50 2/12,50 16
Inf. Neutrofilico 15/93,75 0 1/6,25 0 16

Inf. Linfocitario 16/100 0 0 0 16

Inf. Linfoplasmocitario 16/100 0 0 0 16
Inf. Plasmocitario 0 8/50 5/31,25 3/18,75 16
Inf. Misto 1/6,25 3/18,75 7/43,75 5/31,25 16
Necrose ept. Bronquial | 11/68,75 5/31,25 0 0 16
Necrose ept. Bronquiolar | 10/62,50 3/18,75 2/12,50 1/6,25 16
Pneumonia Intersticial 1/6,25 8/50 4/25 3/18,75 16
Broncopneumonia 15/93,75 0 1/6,25 0 16

Dentre as alteragdes observamos que o edema pulmonar esta presente
em um escore de 1, 2 e 3 em 31,25%, 12,5% e 50% dos animais
respectivamente, como podemos observar na figura 10. O enfisema pulmonar
foi encontrado em 68,75% dos animais em um escore 2. Alteracbes como
congestdo, hemorragia, atelectasia foram encontradas em um escore leve de
grau 1 em cerca de 50% dos animais.

Infiltrado neutrofilico, linfocitario e linfoplasmocitario foram ausentes nos
animais desse estudo, ja o infiltrado plasmocitario (figura 11) esteve presente
em escore 1, 2 e 3 constituindo 50%, 31,25% e 18,75% dos animais
respectivamente o que estda de acordo com Andereg e Passos (1999) que
descreveram que no exame histolégico o achado mais comum é um infiltrado
de células plasmocitarias perivasculares nos tecidos pulmonares e Castro
(2004) que relatou a presenga de pequenos focos de infiltragdo mononuclear
em septos alveolares.

Infiltrado misto em 43,75% dos animais. Necrose bronquial e bronquiolar

em um escore 1 na minoria dos 6rgdo avaliados. Pneumonia intersticial
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presente em escore 1 em 50% dos animais, escore 2 em 25% e escore 3 em

18,75%. Broncopneumonia ausente em 15 dos 16 animais avaliados.
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FIGURA 10: Pulm&o — edema (seta) FIGURA 11: Pulméo: manguito

perivascular plasmocitario — HE -

e infiltrado plasmocitario (*) — Verde 20X

metil Pironina — 20x

6.4. Figado

Notamos que as alteragcbes macroscoépicas nesse 6rgédo foram mais
evidentes do que na sua avaliagdo microscopica. A hepatomegalia se manteve
presente em 100% dos pacientes, enquanto que a congestao e degeneragao
foram encontradas em 87,5% dos animais.

Ja a congestao passiva cronica onde o 6rgao fica com aspecto de nos
moscada esteve presente em 31,25% dos animais. Alteragdes vasculares
também foram encontradas em 68,75% dos animais. As figuras 12 e 13
ilustram a hepatomegalia, degeneracdo do orgao, petéquias em toda a

superficie do parénquima e a congestao hepatica.
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FIGURA 12: Figado.Hepatomegalia,

congestéo, petéquias e A ;
deggneragéw degeneracéo. Figado em aspecto

de nés moscada (congestéo passiva
cronica)

As alteragcdes microscopicas hepaticas foram separadas em
degeneragao vacuolar, necrose centro lobular; periportal e difusa, Colestase,
fibrose centrolobular; periportal; porto-central, hiperplasia de células de Kupfer,
congestdo passiva, infiltrado neutrofilico; linfocitario;  plasmocitario;

linfoplasmocitario e misto. Essas observagdes estdo presentes no quadro 4.

QUADRO 4: Andlise estatistica comparada do figado demonstrando a

frequéncia em porcentagem de score de cada lesao microscépica

Score 0 1 2 3 Total Animais
Animais/% | Animais/% | Animais/% | Animais/%

Degeneragdo vacuolar 1/6,25 6/37,50 8/50 1/6,25 16
Necrose centro lobular 7/43,75 6/37,5 1/6,25 2/12,5 16
Necrose periportal 14/87,5 1/6,25 0 1/6,25 16
Necrose difusa 9/56,25 1/6,25 3/18,75 3/18,75 16
Colestase 7/43,75 5/31,25 4/25 0 16
Fibrose centrolobular 16/100 0 0 0 16
Fibrose periportal 14/87,50 2/12,5 0 0 16
Fibrose porto-central 15/93,75 1/6,25 0 0 16
Hiperplasia céls. Kupffer | 1/6,25 8/50 7/43,75 0 16
Congestao passiva 0 1/6,25 10/62,50 5/31,25 16
Inf. Neutrofilico 15/93,75 1/6,25 0 0 16
Inf. Linfocitario 16/100 0 0 0 16
Inf. Plasmocitario 7/43,75 5/31,25 2/12,50 2/12,50 16
Inf. Linfoplasmocitario | 15/93,25 0 1/6,25 0 16
Inf. Misto 15/93,75 0 1/6,25 0 16
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Na avaliagao histopatolégica notamos que oito animais (50%) obtiveram
um escore de 2 para degeneragao vacuolar, 6 animais obtiveram um escore de
1 para necrose centro lobular e o fator mais evidente foi a congestao passiva
figura 15) presente em um escore 2 em 62,5% dos animais e escore 3 para
31,25%.

Necrose centrolobular, periportal e difusa, assim como colestase, fibrose
centrolobular; periportal e porto-central se mostraram ausentes em
praticamente todos os animais do experimento.

Infiltrado neutrofilico, linfocitario, linfoplasmocitario e misto também se
encontram ausente em quase 100% dos animais. Ja o infiltrado plasmocitario
(figuras 14 e 15) esteve presente em escore 0, 1, 2 e 3 na frequéncia de sete
(43,75%), cinco (31,25%), dois (12,5%) e dois (12,5%) respectivamente o que
confirmam os dados encontrados por Castro (2004) onde descreveu um leve a

moderado infiltrado celular mononuclear.

FIGURA15: Figado - congestdo
passiva (*) — manguito perivascular
plasmocitario (seta) — HE- 10x

metil Pironina — 40x
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6.5. Rim

Dentre os exames necroscépicos dos 16 animais avaliados, foi possivel
encontrar alteragbes vasculares em 81,25% deles, como demonstra a figura
17. Degeneracéo foi encontrada em 56,25% dos animais, aderéncia de capsula

renal em 43,75% dos 6rgaos.

FIGURA 17: Rim. Degeneragdo, petéquias, sufusdes (seta) e aderéncia
capsular (*)

No exame histopatolégico, o rim foi avaliado quanto a degeneragéo
tubular, necrose tubular, Infiltrado focal; multifocal; difuso; discreto; moderado;
acentuado; intersticial; peritubular; periglomerular; linfocitario; plasmocitario;
linfoplasmocitario e neutrofilico, assim como a caracterizagdo das
glomerulonefrites presentes nos 6rgao. Essas alteracbes estdo presentes no

quadro 5.

QUADRO 5: Analise estatistica comparada do rim demonstrando a frequéncia

em porcentagem de escore de cada lesdo microscopica.

Score 0 1 2 3 Total Animais
Animais/ % | Animais/ % | Animais/ % | Animais/ %
Degeneracdo tubular 0 5/31,25 7/43,75 4/25 16

Necrose tubular 1/6,25 7/43,75 4/25 4/25 16




38

Infiltrado multifocal 8/50 8/50 0 0 16
Infiltrado difuso 13/81,25 1,625 1,625 1,625 16
Infiltrado discreto 9/56,25 7/43,75 0 0 16
Infiltrado moderado 10/62,50 5/31,25 1/6,25 0 16
Infiltrado acentuado 14/87,50 1,625 0 1,625 16
Infiltrado intersticial 7/43,75 9/56,25 0 0 16
Infiltrado peritubular 9/56,25 7/43,75 0 0 16
Infiltrado periglomerular 7/43,75 9/56,25 0 0 16
Infiltrado linfocitario 16/100 0 0 0 16
Infiltrado plasmocitario 7/43,75 4/25 3/18,75 2/12,5 16
Infiltrado linfoplasmocitério 12/75 3/18,75 1/6,25 0 16
Inflitrado neutrofilico 16/100 0 0 0 16

A degeneragéao tubular ocorreu em escorel, 2 e 3 em 31,25%, 43,75% e
25% respectivamente. A necrose tubular em escore 1, 2 e 3 em 43,75%, 25% e
25% respectivamente. O infiltrado linfocitario em neutrofilicos foram ausentes
nos 6rgaos avaliados. Infiltrado focal e acentuado ausente em 14 dos animais
avaliados e em escore 1 em apenas 2 animais.

Infiltrado difuso ausente em 13 animais, e em escore 1, 2 e 3 para cada
um dos restantes animais. Infiltrado linfoplasmocitario em escore 0, 1 e 2 em
doze, trés e 1 animal respectivamente. Infiltrado peritubular e discreto ausentes
em 56,25% e em escore 1 em 43,75% dos casos. Infiltrado intersticial e
periglomerular ausentes em sete animais e em escore 1 em nove animais.

Infiltrado multifocal em escore 1 em metade dos animais e ausente no
restante. Infiltrado plasmocitario (figura 18) ausente em 7 animais, em escore 1
em quatro animais, escore 2 em trés e escore 3 em apenas dois animais, o que
corroboram os resultados de Macedo (2007) onde na analise histolégica de rim
mostrou infiltrado plasmocitario cortical de intensidade moderada.

A glomerulonefrite foi uma alteragdo observada em 100% dos animais.
Dentre elas, a Glomerulonefrite mesangial (figura 19) em 62,5% dos caes,
Glomerulonefrite membranosa em 18,75% dos animais, Glomerulonefrite
membranoproliferativa em dois dos pacientes e Glomerulonefrite crénica em

apenas 6,25% dos casos.
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FIGURA 19: Rim: Glomerulonefrite
mesangial. Ha proliferacdo de
células mesangiais (seta). HE, 20x

FIGURA 18. Rim: Infiltracéo
periglomerular de plasmdcitos
(setas). Verde Metil Pironina, 40x

6.6. Baco

A esplenomegalia (figura 20) foi a alteragdo mais evidente relacionada a
esse orgao, onde em 100% dos casos estava presente. Esse tipo de alteracao
ja era esperada, ja que o bago € o responsavel pelo armazenamento e captura
de células vermelhas danificadas, o que esta em alta quantidade em um cao
com infecgéo por EMC.

O acumulo plasmocitario (figura 21) presente em escore 1, 2 e 3 em
43,75%, 37,5% e 12,5% respectivamente.

ol B, . ‘-

FIGURA 21: Bago: Acumulo de

Irifarto. HatHGraaico plasmdcitos no parénquima
o &% :
esplénico ao redor dos foliculos e

trabéculas (setas). Verde metil
Pironina, 20x.

FIGURA 20: Bago. Esplenomegalia,
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O quadro 6, a classificagédo histopatoldgica de bacgo foi realizada quanto
a atrofia, hipoplasia e hiperplasia de foliculos linfoides, assim como o acumulo
plasmocitario.

A hipoplasia e hipertrofia de foliculo linfoide foi ausente em cerca de
81,25% dos animais. A atrofia esteve ausente em 56,25%, escore 1 e 3 em
6,25% e escore 2 em 31,25%.

QUADRO 6: Analise estatistica comparada do bago demonstrando a frequéncia

em porcentagem de score de cada les&o microscopica

Score 0 1 2 3 Total Animais
Animais/% | Animais/% | Animais/% | Animais/%
ATROFIA DE FOLICULOS LINFOIDES 9/56,25 1/6,25 5/31,25 1/6,25 16
HIPOPLASIA DE FOLICULOS LINFOIDES 12/75 2/12,5 2/12,5 0 16
HIPERTROFIA DE FOLICULOS LINFOIDES | 13/81,25 2/12,5 0 1/6,25 16
ACUMULO DE PLASMOCITOS 1/6,25 7/43,75 6/37,50 2/12,5 16

6.7. Linfonodo mesentérico

As alteragdes em linfonodo foram separas em atrofia, hipoplasia e
hiperplasia de foliculos linfoides, assim como o acumulo plasmocitario e podem
ser observadas no quadro 7.
QUADRO 7: Analise estatistica comparada do linfonodo mesentérico
demonstrando a frequéncia em porcentagem de score de cada leséo

microscopica

Score 0 1 2 3 Total Animais
Animais/% | Animais/% | Animais/% | Animais/%

Atrofia fol. Linfoide 14/87,5 0 1/6,25 1/6,25 16
Hipoplasia de Fol. Linfoide | 9/56,25 1/6,25 5/31,25 1/6,25 16
Hipertrofia de Fol. Linfoide | 10/62,5 2/12,5 3/18,75 1/6,25 16

Actmulo de plasmocitos 2/12,5 3/18,75 4/25 7/43,75 16

A atrofia de foliculo linfoide foi ausente em 87,5% dos animais. A

hipoplasia ausente em 56,25% dos animais, escore 1 e 3 em 6,25%e escore 2
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em cinco animais. A hiperplasia (figura 23) ausente em 10 animais, escore 1
em dois animais, escore 2 em trés animais e escore 3 em apenas 1 animal o
que confirmam os dados de Castro (2004) que descreveu na histopatologia de
linfonodo uma discreta hiperplasia folicular com a presenca de macréfagos com
a presencga de muitos plasmocitos.

O acumulo de plasmodcitos neste 6rgdao foi bastante evidente
apresentando escore 3 em (sete) 43,75% dos animais e escore 2 em 25% dos

pacientes, sendo ilustrada na figura 22.

FIGURA 22: Linfonodo — acumulo FIGURA 23: Linfonodo — hiperplasia
de plasmdcitos — V.M.P. 20x de foliculo linfoide — HE — 10x
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7 Discussao

Embora no presente estudo a meningoencefalite tenha se mostrado
presente em apenas 2 animais, confirmamos que no estudo de Castro (2004)
onde no exame do sistema nervoso central demonstrou também a presenca
desta lesdo com formagao de manguitos perivasculares e infiltrados de células
mononucleares nas meninges de caes com erliquiose.

Como descreve Greene (2012), sinais encefalicos geralmente sao
brandos ou ausentes na enfermidade, o que corrobora com os resultados
acima, ja que as alteragbes micro e macroscopicas estdo em sua maioria
ausentes ou em um leve grau de severidade apresentando sinais clinicos
ausentes nos animais estudados.

Quando presentes, esses sintomas variam de manifestagdes neuroldgicas
como meningite, sangramento meningeo, causados pela lesdo dos tecidos
adjacentes do sistema nervoso central, provocando sintomas como convulsdes,
esturpor, ataxia, disfungao cerebelar, tremores e hiperestesia. Sendo assim,
consequentes alteragbes macroscopicas como meningoencefalite nao
supurativa multifocal e encefalite (GREENE; APPEL, 2012).

Os resultados obtidos na avaliagdo cardiaca puderam ser encontrados
também no estudo de Diniz (2006), onde na avaliagdo cardiaca de 11 animais
com a enfermidade 82% apresentam sinais microscopicos de necrose.

A presenca de infiltrado celular pode ser confirmado no estudo de
Macedo (2007) onde na avaliacdo de cortes cardiacos foram encontrados
infiltrados linfocitarios e polimorfonucleares disseminados no endocardio,
miocardio e epicardio.

Existem evidencias de que a E. canis possa ser um fator de risco para
as lesdes de miocardio, provocando alteracdes eletrograficas em associacao a
infeccdo pela E. canis (GREENE, 2015).

De acordo com os sinais clinicos citados anteriormente, acreditamos que
o enfisema e edema pulmonar podem ser agravados devido a anemia profunda
em que o paciente se encontra durante a fase crénica da enfermidade,

ocorrendo estafe pulmonar, tentando, em vao uma manobra compensatéria de
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esforco respiratério. Além disso, existem infecgbes bacterianas secundarias a
infeccdo pela E. canis, incapacitando ainda mais a fung¢ao do 6rgao.

No estudo de Macedo (2007) que avaliou caes infectados por E. canis,
notou areas focais de necrose localizadas principalmente na regido central de
I6bulos hepaticos, associada a infiltrado neutrofilico e plasmocitario. No espago
porta havia infiltrado plasmocitario moderado associado a macréfagos.

Machado (2004) demonstrou em seu estudo que a lesao observada nos
rins de cades com EMC foi caracterizada como glomerulonefrite crénica, nao-
decorrente de deposicdo de imunocomplexos e mais provavelmente
associadas as alteragdes circulatorias, em consequéncia da compressao
vascular e do processo inflamatério ou reducdo do fluxo sanglineo por
trombose.

Estes resultados corroboram com os encontrados por Castro et.al.
(2004) onde foi caracterizado uma glomerulonefrite por infiltrado de células
inflamatdria nos rins, evidenciando que a EMC esta diretamente relacionada
com alteracado funcional glomerular com consequente diminuicdo da taxa de
filtracdo glomerular e perfusdo renal inibindo a capacidade de total excrecéo
dos metabdlitos urémicos.

Ja Macedo (2007) observou hiperplasia do foliculo e corddes esplénicos,
porém apresentando nessa regido grande quantidade de plasmdcitos e
relativamente poucos linfécitos e macréfagos.

Harrus et al (1998b) sugeriram que o bago desempenha um importante
papel na potogénese da EMC e propuseram, que a esplenite linfoplasmacitica
induzida por E. canis poderia levar a uma producédo e/ou elaboragdo de um
fator esplénico, que suprimiria a hematopoiese.

Estudos realizados com animais esplenectomizados demonstram que os
mesmos apresentam sinais clinicos mais brandos do que animais portadores
do baco, nas infecgdes por erliquiose. Pois o bago tem importante papel na
imunopatogenia dessa doenga, produzindo mediadores e substancias,
envolvendo mecanismos imunes (ALMOSNY et al., 2002).

A auséncia deste fator em caes esplenectomizados talvez explicasse a
reducdo nos parametros eritrocitarios vistos em caes intactos, postulando os
autores que tal fator poderia desempenhar um importante papel na supressao

da medula 6ssea que ocorre durante a fase crbnica da infecgao.
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Macedo (2007) na avaliagéo histologica de linfonodo observou foliculos
linfoides corticais com rarefacdo da celularidade do centro germinativo,
linfocitopoese reduzida com diminuicdo de linfécitos e seus precursores e

aumento da quantidade de plasmocitos e polimorfonucleares.
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Conclusoes

A vasculite foi responsavel pela maioria das lesdes encontradas nos

orgaos de todos os animais estudados.

Os achados histopatologicos demonstraram que os animais que vieram
a oObito tiveram um comprometimento geral dos érgaos, com inflamagao

cronica predominantemente plasmocitaria.

No encéfalo pudemos observar que ndao houve um grande grau de
alteracbes, com excecdo de edema em escore 3, confirmando a
presenga de inflamagdo no 6rgdo, mas ndo em grau suficiente para

provocar sinais clinicos neuroldgicos nos animais estudados.

No coragao foram observadas alteragdes vasculares visiveis, devido a
severa trombocitopenia desenvolvida durante a infec¢ao, que se refletiu

no histopatologico em congestao e edema e necrose do 6rgéo.

No pulmdo notou-se pneumonia em grande parte dos animais
estudados. Isso ocorreu devido infecgdes bacterianas secundarias a
erliquiose, ja que os animais ja se encontravam em uma situagao de

imunodeficiéncia devido a enfermidade.

O figado também se apresentou acometido, mas nao diretamente pela
infeccdo, mas sim por consequéncia de outros fatores prejudiciais

relacionados a doenca.

Em 100% dos rins avaliados a glomerulonefrite se mostrou presente, o
que era esperado, ja que a deposig¢ao de imunocomplexos neste 6rgao €

bastante consideravel.

Em todos os 16 animais pode-se notar a esplenomegalia, ja que este

orgao é o responsavel por armazenar as células vermelhas danificadas.

O linfonodo mesentérico ndo é uma estrutura muito estudada em
animais com EMC, mas pode-se notar um grande infiltrado

plasmocitario.
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ANEXO I
Artigo a ser enviado para a Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria

Estudo Histopatoldgico Das Lesdes Viscerais Da Erliquiose Monocitica Canina Na
Fase Cronica

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as lesdes anatomopatoldgicas macro e microscopicas
que ocorreram no parénquima e no endotélio vascular dos 6rgios (encéfalo, coragdo,
pulmao, figado, rim, bago e linfonodo mesentérico) de 16 cdes que vieram a Obito
acometidos pela Erliquiose Monocitica Canina na fase cronica. No encéfalo podemos
observar que ndo houve um grande grau de alteragdes. No coragdo foi possivel notar a
presenca de alteragdes vasculares visiveis. No pulmado notou-se pneumonia em grande
parte dos animais estudados. O figado também se apresentou acometido, mas ndo
diretamente pela infeccdo. Em 100% dos rins avaliados a glomerulonefrite se mostrou
presente, assim como a esplenomegalia, ja que este 6rgdo € o responsavel por armazenar
as células vermelhas danificadas. O linfonodo mesentérico ndo ¢ uma estrutura muito
estudada em animais com EMC, mas pode-se notar um grande infiltrado plasmocitario.

Palavras chave: Cao, Ehrlichia canis, Rhipicephalus sanguineus, Trombocitopenia
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Introducéo

A Ehrlichiose Monocitica Canina € uma bactéria cocoide, intracelular
obrigatoria, gram-negativa, pleomorfica, pequena medindo cerca de 0,5 — 0,9 um
(WANER & HARRUS, 2001). O principal vetor e reservatorio de E. canis é o R.
sanguineus. Durante o periodo de incubagdo de 8 a 20 dias (GREENE; APPEL, 2012)
uma vez no hospedeiro, as bactérias se multiplicam nos fagossomos das células
mononucleares fagociticas, propagando-se para o bago, figado e orgdos linfoides
(McDade, 1990), evoluindo de corpusculos elementares para corpusculos iniciais até a
formagdo de morulas (NYINDO et al., 1971).

Um mecanismo de adaptagdo que possibilita a permanéncia das erliquias dentro
dos vacuolos ¢ a sua comunicagdao com a célula hospedeira por meio de reticulo
endoplasmatico foi identificado em um grupo de genes de anquirina que codificam
proteinas que talvez possam mediar interagdes especificas entre proteinas (GREENE;
APPEL, 2012). No entanto, devido a essas proteinas de anquirina ndo ocorre a fusdo
fagolisossomal no interior das células infectadas, permitindo que os corpusculos
elementares se desenvolvam e se dividam por divisdo bindria dentro dos limites do
fagossomo nas células hospedeiras infectadas.

O periodo de incubagdo varia de uma a trés semanas ap6s a infeccdo que tem
duracdo duas a quatro semanas (NELSON; COUTO, 2001) apresentando sinais como
febre, apatia e hipo/anorexia (RIKIHISA et al., 1991; DAGNONE et al., 2001). O
desenvolvimento da enfermidade se da em trés fases: aguda, subclinica e cronica, onde
a infec¢do natural essas fases ndo sao muito bem distinguiveis.

Durante a fase aguda, uma vez a bactéria no interior das células mononucleares
teciduais de baco, figado e linfonodos, sdo carreadas pela corrente sanguinea para os
pulmdes, rins e meninges, onde aderem ao endotélio vascular e causam vasculite e
infeccdo do tecido subendotelial. Nessa fase, os sinais clinicos sdo inespecificos e
incluem febre, secrecdo ocular e nasal, anorexia, apatia, perda de peso, dispneia,
linfoadenopatia, vasculite induzindo a grandes ou pequenos focos hemorragicos, sinais
neurolégicos, musculares, oculares e poliatrite (GREENE; APPEL, 2012), além de
edema de membros, didteses hemorragicas, poliuria e/ou polidipsia (OLIVEIRA et al.,
2000). Apos a fase aguda os animais imunocompetentes podem eliminar o agente sem
desenvolver a fase cronica, ou entrar para a fase subclinica, onde os sinais clinicos ndo

sdo evidentes, mas o agente permanece infectando o organismo do hospedeiro
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persistindo por meses e anos. Nessa fase, devido a deposicdo de imunocomplexos,
alguns animais apresentardo glomerulonefrite (FONSECA et al., 2013).

Nestes caes onde existe a resposta imunologica insuficiente a doenga ird se
desenvolver para a fase cronica, ocorrendo o comprometimento da medula 6ssea com
pancitopenia (MYLONAKIS et al., 2004).

No entanto, nosso objetivo foi avaliar por histopatologia as lesdes causadas pela
bactéria nos o6rgdos coletados durante o exame necroscOpico de animais com o
desenvolvimento da fase cronica da enfermidade.

Através das laminas coradas pela hematoxilina-eosina detectar as lesdes
principais e o grau de vasculite nos 6rgaos afetados: encéfalo, coracdo, pulmao, figado,
rim, bago ¢ linfonodo mesentérico.

Utilizando-se corantes especiais (Hematoxilina e Eosina (HE), Acido Periodico-
Schiff (PAS) e Tricromio de Masson). observaremos a presenga de plasmocitos em
todos os orgdos estudados, pois se tornou patente nessa enfermidade reacdes
imunomediadas prejudicando intensamente o hospedeiro, tal como anticorpos anti
plaquetas e produc¢do de linfocina que impedem a migracdo e agdo natural das
plaquetas, fazendo com que o sistema imune trabalhe contra o hospedeiro.

Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais da faculdade
FMVZ — UNESP- Botucatu- SP gerando um protocolo n°® 78/2015.

Foram utilizados 16 animais naturalmente infectados na fase cronica da
enfermidade, que foram atendidos e vieram a Obito no setor de Enfermidades
Infecciosas dos Animais, do Hospital Veterinario, da FMVZ, UNESP — Botucatu.

O bago coletado durante o exame necroscopico foi processado no Laboratdrio de
Diagnostico Molecular no Instituto de Biociéncias da UNESP-Botucatu do
Departamento de Microbiologia e Imunologia para diagndstico e realizagao da PCR.

Todos os animais foram atendidos no setor de Enfermidades Infecciosas dos
Animais, do Hospital Veterindrio, FMVZ, UNESP — Campus Botucatu e os casos de
obito ou irrecuperaveis que ndao responderam ao tratamento e se encontravam em
sofrimento e situagdo incompativel com a vida foram eutanasiados e seus Orgaos
utilizados neste procedimento de pesquisa.

Apos a eutanasia houve a retirada do encéfalo, pulmao, coracao, figado, baco, rim

e linfonodos mesentéricos que foram armazenados em frascos contendo formol 10%



58

tamponado para avaliag@o histopatoldgica na coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE),
e Tricromio de Masson, Verde Metil Pironina.

Dessa forma, foram colhidas amostras de bago no exame necroscopico de todos os
animais e foram devidamente congeladas em freezer a -80°C para diagnostico de PCR.
Colheu-se também oOrgdos que foram colocados em frasco devidamente fechado
contendo Formol 10% tamponado para analise histopatolédgica.

Todos os orgaos de todos os animais foram colhidos e fixados em solucao de
formalina a 10% tamponada, por 72 horas. Apds a fixacdo foram lavados por 1 hora e
em seguida armazenados em solug¢do de alcool a 70%. Os fragmentos processados de
acordo com a técnica de rotina histopatoldgica para inclusdo em parafina. Cortes com 4
um de espessura foram obtidos em micrdétomo rotativo, depositados em laminas e em
seguida permaneceram em estufa a 60°C por 12 horas para fixacdo dos cortes a lamina.
A distribuicdo dos escores de lesdes anatomopatoldgicas de cada variavel estudada foi
calculada com o procedimento estatistico PROC FREQ (SAS versao 9.3)

Resultados e Discusséo

Cada um dos 16 encéfalos foram avaliados macroscopicamente e
microscopicamente. Em um total de 16 encéfalos, 15 deles (93,75%) ndo apresentaram
alteragdes, mas em apenas 1 (6,25%) orgdo foi possivel observar hemorragia focal de
bulbo e ponte como mostra a .

E possivel observar que o edema foi a unica alteragdo microscopica que se
destacou tendo uma graduagdao de escore 3 (grau severo) em praticamente todos os
animais avaliados, contando com 93,33% dos animais avaliados.

Como descrito na literatura, sinais encefalicos geralmente sdo brandos ou ausentes
na enfermidade, o que corrobora com os resultados acima, ja que as alteragdes micro e
macroscopicas estdo sempre ausentes ou em um leve grau de severidade.

Meningoencefalite estd presente em um eescore de 1 (grau leve) em 13,33% dos
casos; meningite em eescore 1 com 60% e presenca de manguitos perivasculares em
escore 1 variando a frequéncia de acordo com a regido avaliada, sendo cerebelo em
66,67% dos animais; tronco encefalico em 53,33% e regido meningeana com 57,14%
dos animais. Greene (2012) descreve manifestagdes neuroldgicas como meningite,
sangramento meningeo, causados pela lesdo dos tecidos adjacentes do sistema nervoso
central, provocando sintomas como convulsdes, esturpor, ataxia, disfun¢do cerebelar,
tremores e hiperestesia. Sendo assim, consequentes alteracdes macroscopicas como

meningoencefalite ndo supurativa multifocal, encefalite,
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Existem evidencias de que a E. canis possa ser um fator de risco para as lesdes
de miocérdio, provocando alteragdes eletrograficas em associacdo a infec¢do pela E.
canis (GREENE; APPEL, 2012).

Na avaliagdo macroscopica dos orgaos dos 16 animais, foi possivel observar
alteracdes vasculares em (onze) 68,75% dos pacientes. Dentre elas, é possivel destacar
petéquias equimdticas em atrio, endocardio e pericardio, condizente com presenca de
vasculite severa.

Neste estudo, podemos observar que alteragdes como eescore 2 de edema em
62,5% dos animais, escore 1 de necrose em 59,25% e um eescore de grau leve de
infiltrado plasmocitario em 37,5% dos 16 animais avaliados.

Estes resultados podem ser encontrados também no estudo de Diniz (2006),
onde na avaliagdo cardiaca de 11 animais com a enfermidade, nove animais (82%)
apresentam sinais microscopicos de necrose.

As alteragdes pulmonares macroscopicas mais comuns foram edema em 62,50%
dos animais, enfisema presente em alguma regido pulmonar em 100% dos animais, a
congestdo em 68,75% contando um total de onze animais.

Dentre as alteragdes pulmonares o enfisema ¢ o edema pulmonar se destacam
das outras lesdes. O edema pulmonar em um escore de 3 considerando a severo grau de
lesdo acometendo 50% dos 16 animais avaliados. O enfisema pulmonar foi encontrado
em 68,75% dos animais. Alteragdes como congestdo, hemorragia, atelectasia e
pneumonia intersticial foram encontradas em um eescore leve de grau 1 em cerca de
50% dos animais.

O enfisema e edema pulmonar podem ser justificados devido a anemia profunda
em que o paciente se encontra durante a fase cronica da enfermidade, ja que o tecido
sem o carreamento de oxigénio adequado, acaba entrando em estafe pulmonar,
tentando, em vao uma manobra compensatoria de esforgo respiratorio.

Notamos que as alteragdes macroscopicas nesse 0rgao foram mais evidentes do
que na sua avaliacdo microscopica. A hepatomegalia se manteve presente em 100% dos
pacientes, enquanto que a congestdo e degeneragdo foram encontradas em 14 animais
(87,5%). J& a congestao passiva cronica onde o 6rgao fica com aspecto de nés moscada
esteve presente em 5 desses animais (31,25%). Alteragcdes vasculares também foram
encontradas em (onze) 68,75% dos animais. Foi observado hepatomegalia, degeneragao

do 6rgao, petéquias em toda a superficie do parénquima e a congestao hepatica.
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Notamos que as alteragdes microscopicas do figado ndo foram tao severas, onde
8 animais (50%) obtiveram um escore de 2 para degeneragcdo vacuolar, 6 animais
obtiveram um escore de 1 para necrose centro lobular e o fator mais evidente foi a
congestao passiva presente em um escore 2 em 62,5% dos animais.

Com o desenvolvimento de um processo imunomediado secundario a infecgdo
por EMC, ¢ esperado que ocorra uma grande deposi¢do de imunocomplexos neste
orgdo, provocando as varias alteragdes renais ja citadas anteriormente. Essa lesdao
geralmente acarreta deficiéncia do o6rgdo em sua fungdo, prejudicando a filtragdo
sanguinea.

Dentre os exames necroscopicos dos 16 animais avaliados, foi possivel encontrar
alteracdes vasculares em 13 deles (81,25%). Degeneragdao foi encontrada em nove
(56,25%) animais, aderéncia de capsula renal em sete (43,75%) 6rgaos.

Na microscopia notou-se degeneragdo tubular de escore 2 e (sete) 43,75% dos
animais, infiltrado intersticial de escore 1 em (neve) 56,25% dos pacientes, infiltrado
peritubular de escore 1 em (sete) 43,75% dos animais e infiltrado periglomerular escore
1 em 56,25% dos casos.

E possivel observar o tipo de glomerulonefrite que cada animal apresentou.
Glomerulonefrite mesangial em (dez) 62,5% dos caes, Glomerulonefrite membranosa
em (trés) 18,75% dos animais, Glomerulonefrite membranoproliferativa em dois dos
pacientes e Glomerulonefrite cronica em apenas um (6,25%) dos casos. Assim,
podemos concluir que todos os 16 caes obtiveram algum tipo de glomerulonefrite.

Estes resultados corroboram com os encontrados por Castro et.al. (2004) onde
foi caracterizado uma glomerulonefrite por infiltrado de células inflamatéria nos rins,
evidenciando que a EMC estd diretamente relacionada com alteracdo funcional
glomerular com consequente diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular e perfusdo
renal inibindo a capacidade de total excrecdo dos metabodlitos urémicos.

A esplenomegalia foi a alteracdo mais evidente relacionada a esse 6rgdo, onde
em 100% dos casos estava presente. Esse tipo de alteragdo ja era esperada, ja que o bago
¢ o responsavel pela armazenagem e captura de células vermelhas danificadas, o que
esta em alta quantidade em um cao com infecgao por EMC.

Nota- se uma infiltragdo plasmocitaria de escore 1 e¢ 2 em 43, 75% e 37,5%

respectivamente.
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O actimulo de plasmoécitos no linfonodo mesentérico foi bastante evidente
apresentando escore 3 em (sete) 43,75% dos animais e escore 2 em 25% dos pacientes.

Conclusodes

E possivel concluir que a vasculite foi a responsavel pela maioria das lesdes
encontradas nos 6rgaos de todos os animais estudados. Em todos os 6rgaos avaliados foi
encontrado infiltrado plasmocitario, evidenciando um processo imunomediado nesta
enfermidade. No encéfalo podemos observar que ndo houve um grande grau de
alteragdes, com exce¢do de edema em escore 3, confirmando a presenca de inflamagao
no oOrgdo, mas nao em quantidade suficiente para provocar sintomas clinicos
neurolégicos importantes nos animais estudados. No coracdo foi possivel notar a
presenca de alteragdes vasculares visiveis, devido a severa trombocitopenia
desenvolvida durante a infec¢do, que se refletiu no histopatoldégico em congestdo e
edema e necrose do orgdo. No pulmio notou-se pneumonia em grande parte dos
animais estudados. Acreditamos que isso ocorra devido infec¢des bacterianas
secundarias a erliquiose, j& que o animal j4 se encontra em uma situagdo de
imunodeficiéncia devido a enfermidade. O figado também se apresentou acometido,
mas ndo diretamente pela infeccdo, mas sim por consequéncia de outros fatores
prejudiciais relacionados a doenga. Em 100% dos rins avaliados a glomerulonefrite se
mostrou presente, o que era esperado, ja que a deposi¢do de imunocomplexos neste
orgdo ¢ bastante consideravel na erliquiose cronica. Em todos os 16 animais pode-se
notar a esplenomegalia, ja que este 6rgdo ¢ o responsavel por armazenar as cé€lulas
vermelhas danificadas. O linfonodo mesentérico ndo € uma estrutura muito estudada em

animais com EMC, mas pode-se notar um grande infiltrado plasmocitario.

Referencias

DAGNONE, A.S.; MORAIS, H.S.A.; VIDOTTO, O. Erliquiose nos animais € no
homem. Semina: Ciéncias agrarias, v.22, p.191-201, 2001.

FONSECA, JI.P.; HIRSCH, C. GUIMARAES, A.M. Erliquiose monocitica canina:
epidemiologia, imunopatogénese e diagnostico. PUBVET, Londrina, v.7, n.8, Ed.
231, Art. 1529, Abril, 2013.

GREENE, C. E.; APPEL, M. J. Canine Distemper. In: GREENE, C. E. (Eds.) Infectious
Disease of the Dog and Cat. Philadelphia: Saunders, 2012. p. 243-256.



62

McDADE, J.E. Ehrlichiosis: a disease of animals and humans. The Journal of Infectious
Disease, v.161, p. 609-617, 1990.

MYLONAKIS, M.E. et al. Chronic canine Ehrlichiosis (Ehrlichia canis): A
retrospective study of 19 natural cases. Journal of the American Animal Hospital
Association, v. 40, p. 174-184, 2004.

NELSON, R.W; COUTO, G.E. Doencas riquetsianas polissistémicas. In: NELSON,
R.W.; COUTO. G.E. Medicina Interna de Pequenos Animais. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2001. P. 1006-1011.

NYINDO, M.B.A. et al. Tropical canine pancytopenia: in vitro cultivation of the
causative agent: Ehrlichia canis. American Journal Veterinary Research, v.32, n.2,
p.1651-1658, 1971.

OLIVEIRA, D. et al. Ehrlichia canis antibodies detection by “DOT ELISA” in naturally
infected dogs. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v,9, p. 1-6, 2000

RIKIHISA, Y. Diagnosis of emerging ehrlichial disease of dogs, horses, and humans.
Journal of Veterinary Internal Medicine, v. 14, p. 250-251, 2000.

WANER, T. et al. Significance of serological testing for ehrlichial disease in dogs with
special omphafis on the diagnosis of canine monocytic ehrlichiosis caused by

Ehrlichia canis. Veterinary Parasitology, v. 95, p. 1-15, 2001.



