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KIKUCHILLE.S.C. Glomerulopatias secundérias a ehrlichiose monocitica
canina crénica. Dissertagdo (Mestrado). Faculdade de Medicina veterinaria e

Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2015.

RESUMO

A ehrlichiose monocitica canina (EMC), é doenca infecciosa de alta incidéncia
na clinica veterinaria, causada por Ehrlichia canis, bactéria gram-negativa
intracelular obrigatéria e transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus.
O trabalho teve como objetivo avaliar as lesdes histopatoldgicas em rins e bago
causadas pela EMC, assim como os parametros da bioquimica sérica, ureia,
creatinina, albumina e globulina. Para tanto, 16 caes apresentaram valores
meédios de ureia (90,18mg/dl) e creatinina (1,62mg/dl) acima dos valores de
referéncia normal para caes; a albumina apresentou valores abaixo do normal
com média de 2,01g/dl, enquanto a globulina permaneceu dentro da média
com 3,58g/dl. A analise histopatologica constituiu na avaliagdo da regiao
cortical e medular dos rins e do parénquima esplénico. As alteracbes
morfolégicas mais prevalentes foram o espessamento da membrana basal,
formacdo de sinéquias, degeneracdo e necrose tubular. Quanto as
glomerulonefrites a que apresentou maior ocorréncia foi a do tipo mesangial em
62,5% (10/16) dos cades. Quanto as alteragdes esplénicas 43,7% (7/16) dos
cées desenvolveram hipoplasia dos foliculos linfoides, e 87,5% destes (14/16)
apresentaram acumulo de plasmdcitos no parénquima. A analise estatistica de
correlagdo entre as variaveis, evidenciou correlagdo positiva entre a
concentracdo de ureia e hiperplasia de células epiteliais glomerulares, e
correlagdo positiva entre a creatinina e hiperplasia de células mesangiais e
dilatagdo tubular; e entre a concentracdo de globulina e o infiltrado de
plasmaocitos. Correlagédo negativa foi observada para albumina e infiltrado
plasmocitario. Em baco, hipertrofia de foliculos linfoides e ureia tiveram
correlacao positiva, enquanto albumina e infiltrado plasmocitario apresentaram
correlagdo negativa. Houve predominio de glomerulonefrite mesangial, e o
infiltrado plasmocitario parece ter papel crucial na imunopatologia das lesdes.
Palavras-chave: cao, erliquiose cronica, rim, baco, histopatologia, bioquimica

sérica.



KIKUCHI, E.S.C. Glomerulopathies secondary to the chronic canine
monocytic ehrlichiosis. Thesis (MS). Faculty of Veterinary Medicine and
Animal Science, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2015.

ABSTRACT

Canine monocytic ehrlichiosis (CME), is an infectious disease of high incidence
in clinical routine, caused by Ehrlichia canis, an obligate intracellular gram-
negative bacterium and transmitted by the tick Rhipicephalus sanguineus. This
work aimed to evaluate the histopathological lesions in kidneys and spleen
caused by CME, as well as the parameters of serum biochemistry urea,
creatinine, albumin and globulin. To this end, 16 dogs showed mean values of
urea (90,18mg / dl) and creatinine (1,62mg / dl) were above the normal
reference values for dogs; albumin showed values below normal averaging
2.01g / dl, while globulin remained within the average with 3,58g / dl. The
histopathological analysis consisted of the evaluation of cortical and medullary
region of the kidney and splenic parenchyma. The most prevalent
morphological changes were the thickening of the basement membrane,
synechia formation, tubular degeneration and necrosis. As for
glomerulonephritis the one that presented the highest occurrence was the
mesangial type in 62.5% (10/16) of dogs. As for the splenic changes 43.7%
(7/16) of the dogs developed hypoplasia of lymphoid follicles, and 87.5% of
them (14/16) had plasma accumulation in the parenchyma. The statistical
analysis of correlation between the variables, showed positive correlation
between the urea concentration and hyperplasia of the glomerular epithelial
cells, and also a positive correlation between creatinine and hyperplasia of
mesangial cells and tubular dilation; and between the concentration of globulin
and infiltrate of plasma cells. Negative correlation was observed for albumin and
plasma cell infiltration. In spleen, enlarged lymphoid follicles and urea had
positive correlation, whereas albumin and plasma cell infiltrates showed a
negative correlation. There was a predominance of mesangial
glomerulonephritis, and the plasma cell infiltrate probably plays an essential role
in the immunopathology of injuries.

Keywords: dog, chronical ehrlichiosis, kidney, spleen, histopathology, serum

biochemistry.
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1. INTRODUCAO

A erliquiose canina, mais comumente denominada erliquiose monocitica
canina (EMC), doenca infecciosa causada por bactéria gram-negativa
intracelular obrigatéria de mondcitos, Ehrlichia canis. Pertence a familia
Anaplasmataceae, na qual o género Ehrlichia foi incluido a partir de 2001,
havendo sido retirado da familia Rickettsiaceae (GREENE, 2012).

E uma doenga que possui distribuicdo mundial e necessita de vetores
para ser transmitida, sendo o carrapato marrom, Rhipicephalus sanguineus, o
mais comum (TAYLOR, 2007; GREENE, 2012). A infeccdo do cdo sadio
clinicamente, se da no momento do repasto sanguineo do carrapato infectado
(DAVOUST, 1993).

ApoOs a penetracdo no hospedeiro canino, a primeira replicacdo da E.
canis ocorre nas células mononucleares e nos linfocitos. Os corpusculos
iniciais infectantes penetram na parede celular através de endocitose e, uma
vez dentro da célula hospedeira, inibem a formacédo do fagolisossomo, e se
multiplicam no interior do fagdcito. A principio, no interior de mondcitos e
neutréfilos sdo observados corpusculos elementares iniciais com 0,5 a 1um,
que depois se multiplicam por divisdo binaria formando uma inclusdo que
recebe o0 nome de moérula, e que mede 1 a 2 micras de didmetro. Quando
maduras, as morulas se dissociam em novos corpusculos elementares
infectantes, que deixam as células por exocitose ou por lise das mesmas,
parasitando entdo novas células (MENDONCA et al., 2005; PEREIRA, 2006;
CHAVES; LEITE; NAVECA, 2007).

A doenca é dividida em trés fases: aguda, subclinica e cronica. Na fase
aguda, que dura cerca de 2 a 4 semanas, o animal apresenta febre, anorexia,
depressao, linfadenopatia e o hemograma mostra trombocitopenia (HUXSOLL,
1970; JAIN,1993; NAKAGHI et al.,2008).

Durante a fase subclinica, ndo sao observados sinais clinicos evidentes,
podendo ocorrer apenas alteragdes laboratoriais hematolégicas (NELSON E
COUTO, 2010).

Por outro lado, na fase crénica ocorrem: monocitose, linfocitose, com
linfécitos podendo conter granulos azurofilicos, trombocitopenia, anemia nao

regenerativa, hiperglobulinemia, hipoplasia da medula éssea, hipoalbuminemia



(pela perda glomerular), proteinuria e azotemia. Ainda em muitos casos ocorre
aumento da atividade da alanina aminotransferase (ALT) e da fosfatase
alcalina (FA). Se houver supressdo da medula 6ssea, ocorre pancitopenia.
Outras alteragdes que podem ser encontradas sdo aumento no tempo de
sangramento em razdo da trombocitopenia ou ma fungdo plaquetaria,
hematuria e gamopatia monoclonal (ALMOSNY, 2002; THRALL, 2007;
NELSON E COUTO, 2010; GREENE, 2012).

A doenca acomete entre 20 e 30% dos cées atendidos em hospitais e
clinicas veterinarias no Brasil, podendo variar de 1,7% a 43%, dependendo da
regiao de estudo (LABARTHE, 2003; BULLA, 2004; CARLOS, 2007).

A infecgdo por E.canis gera grande aumento da produgdo de
imunoglobulinas, podendo ocorrer também a produgéo de anticorpos contra as
plaquetas ou, entdo, a deposigdo de imunocomplexos em o6rgaos, como rins e
articulagdes (GREENE, 2012; ISOLA 2012).

Para o diagnostico preciso é necessario que se associe 0 histérico dos
animais, os sinais clinicos e os exames hematoldgicos aos testes sorologicos
ou moleculares (AGUIAR, 2006; NAKAGHI, 2008; ISOLA, 2012). Nédo é
frequente encontrar moérulas intracitoplasmaticas em mondcitos mas, na fase
aguda da doenca € quando estas estruturas podem ser visualizadas com
facilidade, principalmente em esfregaco de sangue periférico. (ALMOSNY,
2002).

Em caes infectados por E. canis e que desenvolvem doenca renal crbnica
€ observado alta incidéncia de nefrite intersticial (CASTRO et al., 2004 e
ALBERNAZ et al., 2007). O aumento sérico de globulina, principalmente da
fragdo gama, induz hiperviscosidade sérica, trombocitopenia, além de causar
danos ao endotélio vascular e veno-estase (GOULD et al. 2000).

Estudos relacionados as lesdes histopatolégicas dos 6rgaos de caes na
fase crénica da EMC sdo escassos. Em razdo disso, a pesquisa objetivou
avaliar as lesdes em rins e baco, para compreender essa enfermidade comum
em razao da dispersao de carrapatos pelo Brasil, e alta letalidade em casos

cronicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A EMC é uma doenca infecciosa de distribuicdo mundial. Foi relatada
pela primeira vez por Donatien e Lestorquard, no Instituto Pasteur na Argélia,
em 1935. Ao observar esfregagos sanguineos de cées febris e infestados por
Rhipicephalus sanguineus, notaram a presenga de pequenos organismos
semelhantes a rickettsias no interior de mondcitos, que foram chamados
Rickettsia canis. No ano de 1945, em homenagem ao famoso bacteriologista
alemao, Paul Ehrlich, Moshkovshi renomeou o organismo como Ehrlichia canis.

A EMC foi reconhecida nos EUA em 1962 (LITTLE, 2010) e alcangou
importante significado durante a guerra do Vietna (1968-1975), sendo
responsavel pela morte de centenas de cées do exército americano (RIKIHISA
et al.,1992). No Brasil foi relatada pela primeira vez em Belo Horizonte-MG, por
Costa et al., (em 1973), e o segundo relato em Jaboticabal-SP, por Maregati,
em 1978 (KAVINSKI et al., 1988). Casos de erliquiose tém ocorrido em todo o
mundo, nos meses mais quentes do ano favoraveis ao desenvolvimento do
carrapato. Porém, nas zonas tropical e subtropical casos podem ser
diagnosticados o ano inteiro (BIRCHARD E SHERDING, 2003).

O género Ehrlichia atualmente compreende cinco espécies validas:
Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. ruminantium. Pertence
a ordem Rickettisiales, familia Anaplasmataceae, sdo bactérias Gram negativas
pequenas, intracelulares obrigatorias, apresentam forma cocodide ou
pleomodrficas e podem infectar animais e humanos (HARRUS, 2002; DUMLER
et al., 2001).

O vetor bioldgico da E. canis é o carrapato R. sanguineus, que se infecta
ao ingerir sangue com leucécitos parasitados durante o repasto, no carrapato o
agente multiplica-se nos hemocitos e na glandula salivar, ocorrendo somente
transmissao transestadial. O carrapato adulto pode transmitir E. canis até por
155 dias apos ter sido infectado. O ciclo biolégico de E. canis no cao apés
penetrar nas células do sistema mondcito macrofagico, ocorre o periodo de
incubagdo que dura de 8 a 20 dias, onde a proliferacdo bacteriana no
hospedeiro inicia-se com aderéncia dos corpusculos elementares na

membrana plasmatica da célula e invaginacdo da mesma (RIKIHISA, 1991).



Alguns mecanismos de evasdo do sistema imune pelas erliquias foram
documentadas por McBride e Walker (2011) e Liu et al (2012) como a inibigéo
da formagao de fagolisossomo via fusdo lisossomal, inibicdo da apoptose das
células hospedeiras e recombinagcdo de genes de proteina da membrana
externa (resultando em variagdo antigénica).

A fusao fagolisossomal ndo ocorre em células infectadas, devido a agao
de uma proteina (gp200) da E. canis, permitindo os corpusculos elementares
crescerem e se dividirem dentro dos limites do fagossomo, onde a
multiplicagdo acontece por divisdo binaria, formando inclusdes intracelulares
denominadas morulas (RIKIHISA, 1991; HARRUS et al., 1998, STITCH et al.,
2008).

As moérulas sao constituidas por vacuolos citoplasmaticos delimitados por
uma membrana simples que contém em seu interior microcolénias de
pequenos corpos elementares em numeros e tamanhos variados (YU et al.,
2007). Muitas morulas podem coexistir em um mondécito e apds trés ou quatro
dias sdo liberadas por exocitose e o ciclo infeccioso pelos corpusculos é
repetido (NYINDO et al., 1971; DAVOUST,1993).

Diferencas nas estruturas genéticas das morulas permitem sua
diferenciacdo em genogrupos. As erliquias pertencentes ao genogrupo E. canis
( E. canis, E chaffeensis e E. ruminantium), possuem homologia de DNA de
98,2% (DUMLER et al., 2001).

SANCHEZ et al (2012) aponta em seu estudo duas opgdes para
sobrevivéncia do agente infeccioso: uma seria 0 agente necrosar o tecido e
obter mais rapido os nutrientes para sua propagacéo, enfrentando depois a
reacdo do hospedeiro, e outra seria lesionar menos as células do hospedeiro,
causando apoptose e nao necrose, obtendo assim nutrientes mais lentamente,
diminuindo as reacbes do hospedeiro e escapando da resposta inflamatéria.
Desse modo, se a inflamacédo for ativada adequadamente, eliminaria ou
dificultaria a colonizagdo por essa bactéria, confirmando que o agente
etiolégico mais bem sucedido é aquele que, apesar de patogénico, consegue o
que necessita para sua sobrevivéncia num ambiente de tolerancia, sem induzir

uma reag¢ao no hospedeiro que prejudicaria sua persisténcia.



Em recente estudo por marcacdo citoquimica foi observado que as
erliquias sao capazes de inibir a fusdo lisossomal aos endossomos, como um
mecanismo de evasao imunoldgica, mostrando que a evasadao da fusao
lisossomal por inclusdes erliquiais € fundamental para a sobrevivéncia e
reproducao do patdgeno, apesar de ser baseado em diferentes estratégias de
acordo com as espécies de Ehrlichia spp. (ALVES et al, 2013). Porém, os
mecanismos que levam ao estabelecimento e manutengcdo das morulas
erliquiais dentro das células hospedeiras, e pelos os quais as erliquias infectam
diferentes tipos celulares, sdo diversos e ainda permanecem pouco conhecidos
(TENG et al., 2003).

Apos o periodo de incubacdo, a doenca segue trés fases: aguda,
subclinica e crbnica. A fase aguda pode durar de uma a quatro semanas e 0s
sinais clinicos presentes sao febre, anorexia, depressao, linfadenopatia,
trombocitopenia (HUXSOLL, 1970; JAIN, 1993; NAKAGHI et al.,2008). E nessa
fase que a identificagdo de mérulas do parasita em leucdcitos é realizada com
sucesso nos esfregacos sanguineos (FELDMAN, 2000; ORIA, 2001; NAKAGHI
et al., 2008). Se tratados adequadamente, os animais podem se recuperar, ou
entrar na fase subclinica e carrear a bactéria por meses ou até anos. Na fase
subclinica sdo observados altos titulos de anticorpos (HARRUS, 1998),
podendo perdurar anos sem sintomatologia clinica (DAVOUST, 1993).

Alguns estudos com infecgdo experimental indicam que o bago é o 6rgao
mais provavel de abrigar E. canis durante a fase subclinica e também o ultimo
orgao que a bactéria se encontra antes de ser eliminada. Assim, caes
esplenectomizados e infectados experimentalmente, mostraram sinais mais
leves da doenga se comparados com cées nao esplenectomizados (HARRUS
et al., 1997; GREENE, 2012).

A EMC causa diversos sinais sistémicos, em qualquer fase da doenca. Os
sinais mais comuns incluem depressao, letargia, anorexia, perda de peso e
hemorragias. Na pele, em geral aparecem petéquias ou equimoses (ou ambas),
e epistaxe é frequentemente relatada. O exame fisico revela linfadenomegalia
e esplenomegalia em 20% e 25% dos caes, respectivamente. A
trombocitopenia é o achado hematolégico mais comum em caes infectados por
E. canis, em todas as fases da doenga (GREENE, 2012).
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Na fase crbnica o quadro € mais grave, com ocorréncia de pancitopenia,
glomerulonefrite, insuficiéncia renal, pneumonia intersticial, uveite anterior e
meningite associada com ataxia cerebelar, depressao, paresia, hiperestesia,
além de anorexia, perda de peso, hemorragias e aumento da suscetibilidade
as infecgdes secundarias devido ao comprometimento imunolégico (COUTO,
1998; ANDEREG; PASSO0S,1999; BREITSCHWERDT, 2004; STITCH et al.,
2008). Essa fase resulta em anemia aplasica, uma vez que assume
caracteristicas de doenca imunomediada, sendo a principal consequéncia a
ocorréncia de hipoplasia da medula 6ssea (MENDONCA et al., 2005).

Dentre a variedade de achados clinicos, a insuficiéncia renal aguda (IRA)
se caracteriza pelo aparecimento subito de insuficiéncia hemodinamica, da
fitracdo e da excregao pelos rins, com o subsequente acumulo de toxinas
metabdlicas (urémicas) e falta de regulagdo do equilibrio hidrico, eletrolitico e
acido-basico (COWGILL e ELLIOT, 2004).

A uremia é caracterizada pelas manifestagbes clinicas decorrente do
acumulo de metabdlitos urémicos no sangue (ureia, creatinina e outras
substancias nitrogenadas nao proteicas). Assim, na fisiopatologia da IRA, a
“necrose tubular aguda™ (ou nefrose), resultante da lesao isquémica ou toxica
dos rins desencadeia a uremia aguda. Nesses pacientes 0 exame
histopatoldgico revela focos degenerativos dos tubulos renais distribuidos por
todo o rim, com infiltrado inflamatério intersticial minimo. Com a insuficiéncia
excretora instalada, ocorre um rapido e progressivo aumento no nitrogénio da
ureia sanguinea e na creatinina sérica (POLZIN e OSBORNE, 2004).

Em contraste com a insuficiéncia renal crénica, a IRA é potencialmente
reversivel, se diagnosticada precocemente (COWGILL e ELLIOT, 2004). A
insuficiéncia renal cronica (IRC) segundo Polzin e Osborne (2004), é definida
como insuficiéncia renal primaria que persistiu por um periodo prolongado, e
que independente da causa da perda do néfron é caracterizada por lesdes
estruturais renais irreversiveis. Na maioria dos casos a uremia, sindrome
clinica, que aparece quando ha o acumulo de substancias normalmente
removidas por rins saudaveis, € o estado clinico para o qual as doencas renais

convergem.
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Os achados mais frequentes em bioquimica sérica na fase crénica da
enfermidade incluem hiperproteinemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia,
aumento da ALT e da FA. A hiperproteinemia resulta de niveis elevados de
globulinas. Porém, ndo existe relacdo direta entre os niveis de globulina sérica
e os niveis de anticorpos para E. canis (GREENE, 2012).

Hipergamaglobulinemia ocorre devido ao desenvolvimento de uma
gamopatia policlonal, caracterizada por aumento da concentragdo de todas as
imunoglobulinas, devido a atividade excessiva de diversos clones de
plasmdcitos, contudo pode ocorrer também gamopatia monoclonal (TIZARD,
2014). Caes que apresentam gamopatia monoclonal podem desenvolver
hiperviscosidade associada a sinais clinicos e lesdes patologicas (hemorragia
subretinal e deslocamento de retina levando a cegueira aguda) (GREENE,
2012).

A hipoalbuminemia encontrada atribui-se a anorexia, perda periférica de
albumina resultante do aumento da permeabilidade vascular, vasculites, perda
sanguinea, glomerulopatias imunomediadas e ao decréscimo da sintese
proteica devido a hepatopatias concomitantes (HARRUS et al., 1996; SOUSA
et al, 2010).

Codner et al. (1992), relata que alguns animais infectados por E. canis
podem desenvolver glomerulopatias relacionadas a deposicdo de
imunocomplexos.

A presengca de lesdo por imunocomplexos nos glomérulos estimula
células como os neutrdfilos, células mesangiais, macrofagos e plaquetas a
liberarem tromboxanos (TX), 6xido nitrico (ON) e fator ativador de plaquetas
(PAF). Tais substancias aumentam a permeabilidade da membrana basal a
macromoléculas; como resultado as proteinas plasmaticas, especialmente a
albumina, sdo perdidas na urina e essa perda intensa excede a capacidade do
organismo em sintetizar a proteina. Como resultado, a concentragcdo de
albumina diminui, consequentemente cai a pressdo oncética plasmatica
acarretando diminuigao do volume sanguineo e queda do fluxo renal. Ao passo
que avancga a doenca renal, diminui a taxa da filtragdo glomerular ocasionando

elevagdo da ureia e da creatinina sérica, uma vez que a creatinina n&o €
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metabolizada e € excretada quase que inteiramente pela filtragdo glomerular
(TIZARD, 2014).

Os imunocomplexos sédo formados pela combinagéo de anticorpos com os
antigenos, que ativam o sistema complemento gerando peptideos quimiotaticos
que atraem os neutrofilos, estes podem entado liberar substancias oxidantes e
enzimas, causando destruicdo tecidual e inflamagcdo aguda. Quando os
imunocomplexos sdo depositados nos glomérulos, causam espessamento da
membrana basal e estimulam a proliferacdo das células glomerulares (células
epiteliais, células endoteliais e células mesangiais (TIZARD, 2014).

Segundo Jones et al (2000) as glomerulonefrites sao classificadas em:
glomerulonefrite  membranosa, glomerulonefrite = membranoproliferativa
(mesangiocapilar e mesangial/mesangioproliferativa) e glomerulonefrite crénica

A membranosa ¢€ caracterizada pelo espessamento, divisdo e
reduplicacdo da membrana basal dos capilares glomerulares associado a
perda dos processos podalicos dos pododcitos. Esse espessamento da
membrana basal torna-se intenso a ponto de ser visualizado no microscoépio
optico com auxilio de coloragbes especiais como o PAS (acido periodico de
Schiff) e por impregnagao pela prata. Ainda podem ser observados na
microscopia, depositos densos de imunocomplexos no lado epitelial da
membrana basal glomerular. Se a doenga prolongar, notar-se-a um glomérulo
aumentado e hipercelular, podendo distender a capsula de Bowman, porém,
raramente o espago glomerular esta obliterado. Nao sao comuns a formacao
de crescentes epiteliais e as sinéquias nesse tipo de glomerulonefrite (JONES
et al, 2000; JUBB et al, 2006).

A Glomerulonefrite Membranoproliferativa € representada por uma
combinacgao de lesdes, como aumento significativo nas células mesangiais e na
substancia da membrana basal mesangial, membranas basais espessadas e
frequentemente divisdes das membranas basais. O disturbio foi dividido em
dois padrdes de deposigao de imunoglobulina, em um estdo presentes
depdsitos de imunoglobulinas no lado subendotelial da membrana basal e no
mesangio, e no outro padrao um deposito com pouca imunoglobulina, mas
quantidades significativas de complemento no interior da membrana basal, se o

componente proliferativo é principalmente mesangial, aplica-se a denominagéo
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glomerulonefrite mesangial/mesangioproliferativa (JONES et al, 2000). Tizard
(2014) relata que quando as trés populagdes celulares proliferarem, esta é
denominada de glomerulonefrite membranoproliferativa (GNMP); contudo se os
imunocomplexos forem depositados somente no meséangio, a proliferagdo das
células mesangiais ocorrera e esta deve ser denominada de glomerulonefrite
mesangial/mesangioproliferativa.

Glomerulonefrite cronica (glomeruloesclerose) € caracterizada por
proliferagcdo no numero das células (endoteliais, mesangiais e epiteliais) no
glomérulo, desorganizagédo e oclusdo dos lumens dos capilares glomerulares.
As células epiteliais proliferativas podem acumular-se ao longo da camada
parietal da capsula de Bowman, formando as chamadas “crescentes epiteliais”.
Podem ocorrer aderéncias do glomérulo a capsula de Bowman, e o espaco de
Bowman frequentemente esta obliterado. O lumen dos capilares esta ocluido
na maioria das vezes. Nos estagios avangados, todo glomérulo fica substituido
por tecido conjuntivo hialino. A irrigacdo sanguinea diminui, levando ao quadro
de isquemia, degeneracao e necrose; que por sua vez resulta em grave fibrose
do intersticio, e muitos tubulos atrofiam. Essa lesdo parece ser o estagio
avancado de uma ou mais formas de glomerulonefrite, € denominado o estagio
final da doenca glomerular (JONES et al, 2000; JUBB, 2006).

A vasculite € um achado consistente nos 6rgéaos e tecidos de todos os
animais infectados experimentalmente, devido a inflamagéo generalizada nos
vasos, e pode ter papel central na patogénese da EMC, sendo desencadeada
por mecanismo imunomediado (VAN DIJK,1971; SIMPSON,1974; CASTRO et
al 2004).

Como consequéncia dessa intensa vasculite ocorre ativagao da cascata
de coagulagdo desencadeando trombocitopenia de consumo, além de nefrite
intersticial, inflamacéo perivascular no figado, com presenca de degeneracao
hidropica, meningoencefalite ndo supurativa, esplenomegalia e hiperplasia dos
corddes medulares (CASTRO et al, 2004).

A trombocitopenia € o achado hematolégico mais comum na EMC,
aparece em todas as fases da enfermidade, com ocorréncia em mais de 90%
dos caes infectados. E proposto ainda que a infeccédo por E. canis resulta em

producdo exacerbada de anticorpos antiplaquetas, que por sua vez seria
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uma das maiores causas de trombocitopenia vista na EMC (HARRUS et al,
1996; HARRUS et al, 2004).

Também contribui para a ocorréncia de trombocitopenia a presenga do
fator de inibicao da migracao plaquetaria
produzido por linfécitos ativados que sao estimulados pela exposicdo a
mondcitos infectados, comprometendo a formacdo de pseuddépodes das
plaquetas, induzindo-as ao arredondamento, aglutinagcdo e vazamento
(HARRUS et al, 1997; KATARZYNA et al, 2011). A concentracdo do fator
inibidor da migracéo plaquetaria é inversamente proporcional a contagem de
plaquetas (ABARCA et al, 2007). Niveis mais altos desse fator foram
associados a cepas mais virulentas de E. canis (HARRUS et al, 1999).

Parmar et al (2013) baseado nos trabalhos de Smith et al (1975), Waner
et al (1999) e Waner et al (2008), descreve trés hipéteses que explicariam o
desenvolvimento da trombocitopenia. A primeira delas sugere que a
trombocitopenia por E. canis € principalmente devido a destruicdo plaquetaria
em grande escala pelo bago que comega poucos dias apds a infecgéo; a
segunda hipotese estaria relacionada a hipoplasia da linhagem megacariocitica
da medula 6ssea, e a terceira hipétese seria a formacado de altos niveis de
imunoglobulinas (IgG) antiplaquetas 17 dias pos infecgdo. Relata ainda, que a
producao excessiva de anticorpos antiplaquetas, em céaes infectados por E.
canis é uma das principais causas da trombocitopenia.

Altos titulos de anticorpos contra E.canis ndo fornecem protecdo aos
animais expostos pois o papel desses anticorpos na eliminacdo da bactéria é
minimo ( BARNWELL et al, 1999; RISTIC et al, 1993). Além disso, eles ainda
podem ter efeito prejudicial na progressdo da doenga devido as suas
consequéncias imunopatologicas (RISTIC et al, 1993). Entre os mecanismos
hiperimunes que podem estar envolvidos na patogénese da EMC, incluem
extensa infiltragdo plasmocitaria nos érgaos parenquimatosos e medula éssea;
hipergamaglobulinemia policlonal que ndo corresponde aos altos titulos
especificos de anticorpos contra E.canis; a indugao da produgao de anticorpos
antiplaquetarios apods a infeccao natural e experimental; e a presenga de

imunocomplexos circulantes em cées naturalmente e experimentalmente
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infectados com E.canis ( GRINDEM et al, 1999; HARRUS et al, 2001; HARRUS
et al, 1999).

Estudo realizado com caes submetidos a esplenectomia demonstrou
importante papel desenvolvido pelo bago na patogénese da enfermidade.
Houve pequena diminuicio no numero de plaquetas do grupo
esplenectomizado quando comparado com o grupo controle, que desenvolveu
severa trombocitopenia. E possivel que o baco secrete fatores que induzam a
supressao da medula éssea, na fase crénica da doenca. Portanto, a auséncia
desses fatores nos caes esplenectomizados explicaria a doenga de forma leve
(HARRUS et al, 1998). A remocao do 6rgao dominante em producédo de
anticorpos e o seu papel na eliminagcdo de células velhas, infectadas e ou
sinalizados pelo sistema imunolégico s&o os principais objetivos alcangados
pela esplenectomia (HARRUS et al, 1999).



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Avaliar os achados histopatologicos e histoquimicos de rins e de bago de
caes com erliquiose crbnica, assim como avaliar a correlagdo com os

parametros de bioquimica sérica.

3.2 Especificos
a) Quantificar e descrever as alteragdes histopatolégicas em rins e bago

de caes com EMC na fase crbénica da enfermidade;

b) Investigar a correlagdo entre a concentracdo de ureia, creatinina,

globulina e albumina, com as alteragdes histopatolégicas encontradas;

c) Investigar as alteracbes esplénicas que ocorrem na fase crbnica da
EMC.



MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Instituicdes envolvidas

Foram utilizadas as instalagdes da Disciplina de Enfermidade Infecciosas
dos Animais Domeésticos, no setor de necropsia para a realizagdo das
necropsias e para a retirada dos 6rgaos.

Para o armazenamento e a realizagcdo do PCR foi utilizado o Laboratério
de Diagnostico Molecular no Instituto de Biociéncias da UNESP-Botucatu do

Departamento de Microbiologia e Imunologia.

O processamento do material e a confecgdo das laminas histopatologicas
foram realizadas no Centro de Diagndstico Veterinario — CDAPVET- Presidente
Prudente — SP.

4.2 Animais

Foram utilizados 16 caes da rotina clinica do Setor de Enfermidades
Infecciosas dos Animais Domésticos FMVZ-UNESP/ Botucatu,SP. No estudo
foram colhidos fragmentos de rim e de bago para o exame histopatoldgico, e os
exames de bioquimica foram ureia, creatinina, albumina e globulina. Sendo 8
machos e 8 fémeas. Desses animais, 10 eram sem raga definida, 2 Poodles e 4
de outras racas diferentes; que vieram a 6bito por EMC crénica. Os animais
apresentaram os sinais clinicos, exames hematoldgicos e bioquimica sérica
compativeis com a EMC, juntamente com PCR positivo para o diagnéstico,

sem predilecéo por idade, sexo ou raga.
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4.3 Técnica de Biologia Molecular

As técnicas de Biologia Molecular foram realizadas no Instituto de
Biociéncias da UNESP-Botucatu do Departamento de Microbiologia e

Imunologia.

4.3.1 Extracdo de DNA

Foi utilizado o Invisorb Spin Tissue Mini Kit.

Foram esmagadas as amostras de tecido em pequenos fragmentos
nitrogénio liquido (5 a 40mg de tecido). Diluiu-se com pequena quantidade de
H,O se necessario. Foi transferido para tubo de 1,5 mL. Ajustado o termobloco
a 52°C. Identificou-se a quantidade necessaria de tubos. Foi pipetado para o
tubo 400uL de Lysis Buffer e 40 yL de Proteinase K. Passou pelo vortex por 5 a
10 segundos. Incubado no termobloco com agitagcéo até lise completa (aprox..
20 min) a 52°C.

Foi centrifugado por 2 minutos a 11.000 rpm, transferido o
sobrenadante para novo tubo de 1,5 mL e acrescentaou-se 200 pyL de Bilding
Buffer T a amostra e passou pelo vortex. Transferida a solugao lisada para Spin
Filter em tubo de 2,0 mL e incubou-se por 1 min a temperatura ambiente,
centrifugou-se por 2 min a 11.000 rpm. Neste meio tempo, foi aquecido o
volume necessario de Elution Buffer (50 puL/amostra + 50 pyL para erros de
pipetagem).

Descartou-se o filtrado e foi pipetado sobre o filtro 550 uL de Wash Buffer
e centrifugado por 1 minuto a 11.000 rpm. Descartou-se o filtrado e repetiu a
lavagem anterior. Centrifugou-se por 1min a 11.000 rpm e descartou-se o
filtrado, centrifugando por mais 4 minutos em velocidade maxima. Foi
transferido o filtro para o tubo de 1,5 mL do kit e adicionado 50uL de Elution
Buffer D (& 52°C). Incubou-se em temperatura ambiente por 3 minutos e

centrifugado por 1 minuto a 11.000 rpm. Descartou-se o filtro.



21

4.3.2 Reacéo de PCR

A reacao final de 25 pL contendo, 2,5 uL de amostra, 15,87 yL de agua
MilliQ estéril, 0,5 pL de dNTP 10mM, 2,5 yL de Buffer 10X, 1,5 uL de MgCl, 50
mM, 1 pL de primer DSB330 10 mM, 1 uM de primer DSB729 10 uM, 0,13 pL
de Taqg Platinum 5U/ yL. Os reagentes foram descongelados (exceto a Taq
Platinum) e passou-se rapidamente pelo vortex spin. Nao vortexar os primers.
Identificados os microtubos de 2002,5 pL de amostra, aliquotou-se 22,5 pL de
amostra em cada microtubo previamente identificado e foi mantido em gelo. Foi
levado para a sala de aplicagao e adicionou-se 2,5 yL de amostra da amostra.
Levado 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.

4.4 Colheita das amostras

Apds a morte dos animais foi realizada necropsia e foram colhidos
fragmentos dos rins e do bago dos cées com erliquiose crdnica,
acondicionados e armazenados em frascos contendo formalina 10%
tamponada, pH 7,0 por 24 a 48 horas, e depois lavados em agua corrente por 1
hora. Apds isso, os fragmentos dos rins e do bago foram transferidos para uma

solucao de alcool 70%.

4.4.1 Processamento das amostras

Os fragmentos dos rins e do bago foram processados conforme técnica
de rotina histologica para microscopia 6ptica e inclusdo em parafina. Com o
auxilio do micrétomo rotativo secgdes de 2 a 3 ym de espessura foram
cortados e posteriormente corados pelos métodos de Hematoxilina e Eosina,
Tricrbmio de Masson, Verde Metil Pironina e P.AM.S. (método de acido
periodico/prata-metenamina de Gomori). Todas as coloragbes seguiram o
protocolo de TOLOSA et al. (2003).
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4.5Analise quantitativa e qualitativa dos rins e do baco

A analise histopatologica dos rins foi baseada na observagdo das
alteragbes glomerulares, tubulares e intersticiais e na caracterizagdo do
infiltrado inflamatério, conforme protocolo utilizado por Laufer (1997) e Sanches
(2005).

As alteragbes glomerulares analisadas foram: espessamento difuso da
parede glomerular, aumento de matriz mesangial, espessamento de membrana
basal, hiperplasia de células endoteliais, hiperplasia de células epiteliais,
hiperplasia de células mesangiais, formacdo de crescentes, sinéquias,
esclerose glomerular. As alteragbes tubulares e intersticiais analisadas
incluiram a regeneragcdo do epitélio tubular, degeneragédo tubular, necrose

tubular, fibrose intersticial, atrofia tubular, tireoidizacao e dilatagao tubular.

A analise morfologica do infiltrado inflamatério foi realizada com base na
distribuicdo (focal, multifocal e difuso), quanto a localizacdo (intersticial,
periglomerular e peritubular) e quanto ao tipo celular (linfocitario, plasmocitario,
linfoplasmocitario e neutrofilico). A analise histopatolégica do bago se baseou
na observacao dos foliculos linfoides, se houve atrofia, hipertrofia ou hipoplasia,
e no acumulo de plasmdcitos. Todas as alteragdes renais e esplénicas foram

classificadas em escores: leve (+), moderada (++) e acentuada (+++).
4.6 Analise estatistica

As estatisticas descritivas relativas aos valores de bioquimica sérica e os
resultados dos exames histopatoldgicos de bago e rim foram sumarizados em
tabelas. Para estudar a relacéo entre parametros bioquimicos e resultados das
analises histopatolégicas do bago e dos rins dos caes estudados recorreu-se a
analise de correlagcdo nao paramétrica de Spearman, considerada adequada
para avaliacdo de escores. Todas as analises foram conduzidas no software
SPSS v.16.0 e com nivel de significancia de 5%(FIELD, 2012).



RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 Dados clinicos
Dos 16 caes avaliados, 8 eram machos e 8 fémeas, com idade entre 4 e 145

meses (3 meses e 12 anos), a maioria sem raga definida (tabelas 1, 2 e 3).

Tabela 1. Porcentagem de machos e fémeas entre os 16 caes com erliquiose

cronica, Botucatu 2015.
Sexo Animais %
Macho 8 50%
Fémea 8 50%
Total 16 100%

Tabela 2. Média das idades dos 16 caes em anos. Botucatu, 2015.

Idade Animais %
Até 1 ano 7 43,75%
1a5anos 5 31,25%
5a 10 anos 2 12,5%
10 anos ou mais pA 12,5%
Total 16 100%

Tabela 3. Distribuicdo das ragas nos 16 caes. Botucatu, 2015.

Raga Animais %
SRD 10 62,5%

Poodle 2 12,5%

Outros 4 25%
Total 16 100%
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5.2 Analise dos parametros bioquimicos

Desses 16 caes, 3 ndo possuiam exames de ureia e creatinina € 5 nio
possuiam exames de albumina e globulina. Assim as analises histopatologicas
de rim e baco foram realizadas nos 16 caes, porém, as analises estatisticas de
correlacdo com a bioquimica sérica s6 foram possiveis com 11 animais para
albumina e globulina, e 13 animais para ureia e creatinina.

A concentragdo de uréia nos animais variou de 31 a 329 mg/dL,
resultando na média de 90,18mg/dL, e a creatinina variou de 0,2 a 12,1 mg/dL,
resultando na média de 1,62mg/dL. A azotemia ocorreu em 76,9% (10/13) dos
animais, onde 60% destes eram machos. Por outro lado, a concentracdo de
albumina variou de 1,1 a 2,7 g/dl com média de 2,01g/dl e a concentragao de
globulina variou de 1,1 a 8,9g/dl com média de 3,58g/dl. Valores de bioquimica

sérica dos animais demonstradas na tabela 4 e figura 1.

Tabela 4. Total de amostras, valores maximo e minimo, valores de referéncia
minimo e maximo para a espécie, média e desvio padrao (D.P.) de parametros
bioquimicos séricos avaliados em caes com erliquiose na fase cronica,
Botucatu, 2015.

Val. Val. Val.Ref. Val.Ref. Média D.P.
Parametro N Minimo  Mé&ximo Min. Max.

Ureia 13 31 329 21,4 59,92 90,18 76,61
Creatinina 13 0,2 12,1 0,5 1,5 1,62 3,16
Albumina 11 1,1 2,7 2,6 3,3 2,01 0,48
Globulina 11 1,1 8,9 2,7 4.4 3,58 2,10

Fonte: Valores de referéncia Kaneko (1997), Meyer ; Harvey (2004)

5.3 Analise histopatoldgica do rim

Quanto a caracterizagcdo do processo patoldgico nos animais com EMC
crébnica, houve predominio do espessamento da membrana basal (100%),
sinéquias (100%), e degeneragéao tubular (100%). Quanto ao infiltrado, houve
predominio de infiltrado multifocal (50,0%), sendo ele na maioria das vezes

periglomerular (56,2%) e intersticial (56,2%) e do tipo plasmocitario (56,2%).
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5.3.1 Alteracdes glomerulares

As alteragbes glomerulares variaram de leve a acentuada, representando
56,2 e 50,0%, respectivamente. A hiperplasia de células epiteliais e a formacao
de crescentes e sinéquias foi encontrado em 50% dos animais. Entre as
alteragbes de carater moderado, o aumento da matriz mesangial e o
espessamento da membrana basal ocorreu em 50% e 43,7% dos animais
respectivamente. Em 18,8% dos animais foi observado espessamento da
membrana basal de carater acentuado. Os dados das distribuicbes das

alteragcdes glomerulares seguem demonstradas na Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo de frequéncias das alteragdes glomerulares por

histopatologia de caes com erliquiose cronica. Botucatu,2015.

LEVE MODERADA ACENTUADA

(+) (++) (+++)
Alteragdes
Glomerulares

(%) (%) (%)

Esp. Dif. parede Glom. 0 31,2 6,3
Esp. da membrana basal 37,5 43,7 18,8
Hiperplasia cél. Endot. 6,2 0 0
Hiperplasia cél. Epitel. 56,2 0 6,3
Hiperplasia cél. Mesang. 31,3 31,3 12,4
Formacgdao de crescentes 50,0 6,3 12,4
Sinéquias 50,0 37,5 12,5

Esclerose glomerular 31,1 6,3 6,3
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Figura 1- Distribuicdo das alteragdes morfolégicas glomerulares apresentadas

nos caes com erliquiose crénica. Botucatu, 2015.

100% 100%

100

Fonte: elaborado pela autora

5.3.2 Glomerulonefrites

As glomerulonefrites foram caracterizadas em: mesangial, membranosa,
membranoproliferativa e cronica. Todos os caes (100%) apresentaram algum
tipo de glomerulonefrite, sendo que 62,5% (10/16) foram do tipo mesangial. A

distribuicdo das glomerulonefrites estao listadas figura 3 a 7.
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Figura 2- Classificagdo das glomerulonefrites encontradas nos rins de caes

com erliquiose crénica, Botucatu, 2015.

100 -
90 -
80 -

70 7 62,5%

Glomerulonefrite Glomerulonefrite Glomerulonefrite Glomerulonefrite
mesangial membranosa membranoproliferativa cronica

Fonte: elaborado pela autora

5.3.3 Alteracgdes tubulares e intersticiais

A analise das alteragbes tubulares e intersticiais demostram que 100%
dos animais apresentaram degeneracao tubular, independente da gravidade da
lesdo. Contudo, houve predominio das alteracbes de carater acentuado, com
necrose tubular (25%), dilatagdo tubular (6,2%), tireoidizagdo (6,2%), atrofia
tubular (6,2%) e fibrose instersticial (6,2%) representadas na Tabela 6 e figura
8.



Figura 3. Fotomicrografia de rim canino com glomerulonefrite mesangial.
Setas indicam proliferacdo de células mesangiais (seta). HXE, 20X

Figura 4. Fotomicrografia de rim canino com glomerulonefrite mesangial. As
setas indicam acumulo de matriz mesangial difu'sa (setas). PAMS, 40X.
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Figura 5. Fotomicrografia de rim canino com glomerulonefrite membranosa.
Nota-se espessamento difuso da membrana basal dos capilares glomerulares
(setas). PAMS, 40x.

Figura 6. Fotomicrografia de rim canino com glomerulonefrite crénica. Nota-
se fibrose difusa dos glomérulos (setas) e tireoidizagdo (cabega de seta).
Tricrémio de Masson, 20x.
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Tabela 6. Distribuicdo de frequéncias das alteracdes tubulares e intersticiais

por histopatologia dos rins de caes com erliquiose crénica. Botucatu 2015.

Leve Moderada Acentuada

) (++) (+++)
Alteragdes tubulares e
intersticiais

% % %
Regeneracédo do epitélio tubular 12,5 0 0
Degeneracéao tubular 31,3 43,7 25,0
Necrose tubular 43,7 25,0 25,0
Fibrose intersticial 25,0 0 6,2
Atrofia tubular 0 0 6,2
Tireoidizacdo 6,3 6,2 6,2
Dilatacao tubular 18,8 18,7 6,2

Figura 7. Distribuicdo das alteragdes morfolégicas tubulares e intersticiais dos

rins de caes com erliquiose crénica. Botucatu, 2015.
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do epitélio tubular tubular intersticial tubular tubular
tubular

Fonte: elaborado pela autora
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5.3.4 Infiltrado inflamatério

Quanto a distribuigao do infiltrado inflamatério 12,5%, 50% e 6,3% foram
focal, multifocal e difusa respectivamente. Com relagdo a localizacdo 56,2%
dos animais apresentaram infiltrado periglomerular e intersticial e 43,7% tinham
localizacdo peritubular. Quanto ao tipo celular 56,2% dos animais
apresentaram infiltrado inflamatdério plasmocitario (sendo que 25% foi de
carater leve, 18,7% carater moderado e 12,5% de carater acentuado. Ja o
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario foi visto em 25% dos animais (18,7% de
carater leve e 6,3% de carater moderado). Nenhum dos animais apresentou
infiltrado inflamatoério neutrofilico ou linfocitario. A caracterizagao do infiltrado
inflamatério quanto a distribuicdo, localizagdo e tipo celular estéo

representados na Tabela 7 e figura 9.

Tabela 7. Distribuicdo de frequéncias do infiltrado inflamatério quanto a
distribuicdo, localizagdo e o tipo celular através da histopatologia dos rins de

caes com erliquiose crénica. Botucatu 2015.

Leve Moderada Acentuada

(+) (++) (+++)
Infiltrado Inflamatério

% % %
Distribuicdo
focal 12,5
multifocal 50,0
difuso 6,3 6,2 6,2
Localizagao
intersticial 56,2
peritubular 43,7
periglomerular 56,2
Tipo celular
linfocitéario 0 0 0
plasmocitario 25,0 18,7 12,5
linfoplasmocitéario 18,7 6,3 0

neutrofilico 0 0 0
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Figura 8. Caracterizagdo do infiltrado inflamatério quanto a distribuicéo,
localizagdo e o tipo celular através da histopatologia dos rins de caes com

erliquiose cronica. Botucatu 2015.

100
% Distribuicéo Localizag&o Tipo celular
80
70
60 56,2% 56,2%
50 43,7%  43,7%
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Focal/Mult./Difuso Interst./Peritub./Perigl. Plasm./Linfopl./Neut.e Linf.

Fonte: elaborado pela autora

5.4 Andlise histopatol6gica do baco

Quanto as alteragbes histopatoléogicas no bago 12,5 % dos caes
apresentaram atrofia dos foliculos linféides, 43,7% hipoplasia de foliculos e
37,5% desenvolveram hipertrofia dos foliculos. O acumulo de plasmécitos
(figura 10 e 11) ocorreu 87,5% (43,7% de carater acentuado, 25% de carater

moderado e 18,8% de carater leve) como mostra a tabela 9 e a figura 12.



34

Figura 9. Fotomicrografia de rim canino mostrando infiltracdo periglomerular
de plasmécitos (setas). Verde Metil Pironina, 40X.
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Figura 10. Fotomicrografia de bago canino mostrando foliculo linféide (*) e
infiltrado de plasmécitos ao redor da trabécula (seta). HXE, 10X.

Figura 11. Fotomicrografia de bago canino mostrando foliculo linféide (*) e
infiltrado de plasmacitos ao redor da trabécula (seta). VMP, 10X.
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Figura 12. Fotomicrografia de bago canino mostrando infiltrado de plasmdcitos

ao redor de artéria (setas). HxE, 40X.

Figura 13. Fotomicrografia de bago canino mostrando infiltrado de plasmdécitos
ao redor de artéria (setas). VMP, 40X.
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*Tabela 8. Distribuicdo das frequéncias das alteragbes histopatoldgicas

ocorridas em bacgo de caes com erliquiose crénica. Botucatu 2015.

Leve Moderada Acentuada
Alteracdes em baco (+) (++) (+++)
% % %
Atrofia de foliculos linfoides 0 6,2 6,3
Hipoplasia de foliculos linfoides 6,2 31,2 6,3
Hipertrofia de foliculos linfoides 12,5 18,7 6,3
Acumulo de plasmécitos 18,8 25 43,7

Figura 14. Alteracbes histopatolégicas encontradas em bago de cdes com
erliquiose cronica. Botucatu, 2015.
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linféides foliculos linfoides foliculos linfoides plasmocitario

Fonte: elaborado pela autora
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5.5 Andlise de correlacao

A analise de correlagdo e valores de significancia entre parametros
bioquimicos e histopatoldgicos dos rins demonstraram correlagao positiva entre
a hipertrofia de células epiteliais (p=0,033) e infiltrado inflamatério intersticial
(p=0,024) com a concentracdo de uréia. Quanto a concentracdo de creatinina
houve correlagao positiva entre a hiperplasia de células mesangiais (p= 0,032)
e dilatagao tubular (p= 0,022). Em relagdo a concentracdo de albumina e o
infiltrado inflamatdrio, a correlagao foi negativa quando era de padrao difuso
(p=0,004), quando acentuado (p=0,020) e quando era do tipo plasmocitario
(p=0,026). J& em relacdo a concentracdo de globulina houve correlagado
positiva quando o infiltrado inflamatorio era de padrao difuso (p=0,019), quando
acentuado (p=0,026) e quando era do tipo plasmocitario (p=0,027), como

mostra a tabela 8.

Tabela 9. Coeficientes de correlagdo ndao paramétrica de Spearman (r) e
valores de significancia (p) entre parametros bioquimicos e histopatoldgicos do

rim de caes com erliquiose cronica, Botucatu, 2015.

Parametros séricos

Histopatologia Ureia Creatinina Albumina Globulin
r p r P r p r

a
P

Hip.cél. epiteliais 0,593 0,033* 0,427 0,145 -0,016 0,964 -0,204 0,547
Hiper.cél.mesangiais 0,440 0,132 0,596 0,032* -0,574 0,065 0,315 0,346
Dilatacé&o tubular 0,202 0,509 0,628 0,022* -0,127 0,710 -0,063 0,854
Infiltrado difuso 0,078 0,800 0,095 0,758 -0,785 0,004* 0,690 0,019*
Infiltrado acentuado 0,131 0,670 0,469 0,106 -0,684 0,020* 0,662 0,026*
Infiltrado intersticial 0,619 0,024* 0,227 0,455 -0,205 0,546 -0,058 0,866
Infil. plasmocitério 0,172 0,574 0,127 0,679 -0,662 0,026* 0,660 0,027*

*p < 0,05

A analise de correlagao e valores de significAncia entre parametros bioquimicos
e histopatologicos do bago, demonstraram correlagao positiva entre hipertrofia
de foliculos linféides (p=0,028) com a concentracdo de ureia. E houve

correlagao negativa entre hipoplasia de foliculos linféides (p=0,030) com ureia;



39

e entre infiltrado plasmocitario (p=<0,001) com albumina, demonstrados na
tabela 10.

Tabela 10. Coeficientes de correlagdo ndo paramétrica de Spearman (r) e
valores de significancia (p) entre parametros bioquimicos e histopatolégicos do

bago de caes com erliquiose crénica, Botucatu, 2015.

Parametros séricos

Histopatologia Ureia Creatinina Albumina Globulina

r P r P r p r P

Hipop.fol.linféides  -0,599 0,030* 0,062 0,838 0,468 0,145 -0,301 0,3
Hipert.fol. linféides 0,603 0,028* 0,277 0,358 -0,455 0,159 0,179 0,5
Infilt. Plasmocitario 0,334 0,264 0,113 0,712 -0,854 <0,001* 0,503 0,1

*p<0,05
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6. DISCUSSAO
6.1 Bioquimica sérica

O presente estudo revelou resultados de exames de ureia e creatinina
dos caes com erliquiose crénica acima da média dos valores de referéncia
normais, corroborando com trabalhos nos quais os pacientes apresentaram
aumento das concentragbes séricas de ureia (35%) e creatinina (29%).
(HARRUS et al.,, 1997; SOUSA et al.,, 2010). Em dois estudos com caes
naturalmente infectados por E. canis, foi observada elevagao sérica de ureia
em (35%) e (21%) dos animais amostrados, respectivamente (HARRUS et al.,
1997; FRANK et al.,1999).

O fato pode ter associacdo a um quadro de gromerulopatia, podendo
explicar assim a correlagéo positiva (Qquando aplicado o teste de correlagdo de
Spearman), encontrada nesse estudo entre ureia e hiperplasia de células
epitelias glomerulares e infiltrado intersticial. Ainda reforcando a associagao ao
quadro de glomerulopatia, observou-se correlagao positiva da creatinina com a
hiperplasia de células mesangiais glomerulares e a dilatagado tubular nos rins
dos caes com erliquiose crbénica. Desse modo fica evidente que a ocorréncia de
glomerulonefrite mesangial/mesangioproliferativa observada na maioria dos
animais desse estudo esteja diretamente correlacionada com os valores acima
da média de ureia e creatinina.

Observou-se ainda correlagdo positiva entre o aumento de ureia a
hipertrofia dos foliculos linfoides em bago. Pode ocorrer hipoalbuminemia
associada a proteinuria (CODNER; MASLIN, 1992; KATAOKA; SANTANA;
SEKI, 2006).

A hipoalbuminemia pode ser resultante da anorexia, que leva a
diminuicdo da ingestdo de proteinas, e também pode ser um mecanismo
compensatoério devido ao aumento das globulinas, prevenindo assim o aumento
da viscosidade no sangue (HARRUS et al.,, 1996). Outro explicagdo para a
hipoalbuminemia encontrado no presente estudo esta relacionado as perdas
desta devido as lesbes glomerulares e tubulares corroboradas por Polzin et al
(2004).
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Waner et al (1997) observaram hipergamaglobulinemia em estudo
experimental com caes da raga beagle em fase subclinica da erliquiose, porém,
os caes desse estudo apresentaram valores de globulina abaixo ou dentro dos
padrées do normal, isso pode ser explicado pelo fato de que nos quadros de
pancitopenia, achado caracteristico da erliquiose em fase crbénica, a
concentracdo de gamaglobulinas € menor, provavelmente em consequéncia da
leucopenia pronunciada (HARRUS et al.,1996), assim como pela proteinuria
marcante observada nos pacientes com insuficiéncia renal crénica (POLZIN,
2004).

6.2 HISTOPATOLOGIA RENAL

Segundo Polzin et al (2004), as alteragdes histopatolégicas encontradas
nos rins com faléncia renal em estagio terminal incluem: a esclerose glomerular,
fibrose intersticial, infiltrado inflamatdério mononuclear tubulo-intersticial,
dilatacdo tubular e atrofia do epitélio tubular. No presente estudo todos os
animais apresentaram alteragdes de degeneragao e necrose tubulo-intersticiais.
Os caes machos tiveram maior prevaléncia que as fémeas quanto ao aumento
da matriz mesangial, hiperplasia de células mesangiais e a formacao de
crescentes com 43,7%, 43,7%, 50% respectivamente. Codner et al. (1992),
relata que alguns animais infectados pela E. canis podem desenvolver
glomerulopatia relacionada a deposicado de imunocomplexos. A evolugcdo do
quadro pode predispor os animais acometidos a insuficiéncia renal crénica e
proteinuria (FRANCK et al., 1999).

O fato da maioria dos animais do presente estudo ndo apresentarem
elevagao dos niveis de globulina sérica, pode ser explicado devido a gravidade
das lesbes glomerulares e tubulo-intersticiais, fato este que culminaria com a

marcante perda de globulinas pela urina (POLZIN, 2004).

Em caes experimentalmente infectados, por dentre outras alteractes
que foram atribuidas a patogenia da EMC, Castro et al. (2004) constataram
glomerulonefrite caracterizada por infiltrado de células inflamatérias evidente

nos rins, esses dados evidenciam que a EMC esta associada com alteracao
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funcional glomerular, corroborando com os achados histopatologicos e
correlagbes observadas no presente estudo, quando aplicado o teste de
correlagdo de Spearman, onde todos os caes apresentaram algum tipo de
lesdo morfofuncional em rins. Portanto, o espessamento da parede glomerular,
leva a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, que por sua vez diminui a
perfusao renal e desencadeia o processo de esclerose glomerular e, com isso,
os rins perdem a capacidade de excregcdao dos metabdlitos urémicos
(SANCHES, 2005).

O mecanismo de instalagdo da lesdo glomerular crénica envolve varios
fatores de crescimento e citocinas que tem acao quimiotatica sob as células
inflamatdérias mononucleares, atraindo-as para o local da injuria tecidual, dai a
importancia de caracterizar o infiltrado inflamatério presente nas lesdes renais
dos cées (D’AMICO, 1998). Macedo (2007) observou na analise histologica do
rim, infiltrado plasmocitario cortical de intensidade moderada, especialmente
periglomerular, e difuso no intersticio medular, muitas vezes acentuado,
corroborando com o os achados desse estudo onde o infiltrado inflamatério do
tipo plasmocitario foi predominante, e a localizagdo foi na maioria das vezes

intersticial com distribuicdo multifocal, e com predominio nos machos.

A concentracéo de plasmacitos periglomerular e intersticial em cides com
EMC teria como causa a producdo local de imunoglobulinas, o que vem de
encontro com a hipotese de que a patogénese das glomerulonefrites séo
associadas na sua grande maioria com a deposi¢cdao de imunocomplexos
circulantes nos glomérulos, o que sustenta o quadro de hipersensibilidade do
tipo Il (TIZARD, 2014).

Newman et al (2007) relatam que a glomerulonefrite do tipo
mesangioproliferativa € a forma mais comum em caes que possuem deposi¢cao
de imunocomplexos, 0 que vem corroborar com os achados do presente
estudo, no qual também foi o tipo morfolégico mais frequente, sendo
observada em 10 cées e ndo havendo predisposicdo desta em relacdo ao sexo

dos animais.
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6.3 HISTOPATOLOGIA DO BACO

No exame microscépico a alteragcado histopatoldgica mais evidente é o
infiltrado celular plasmocitario em numerosos 6Orgaos, especialmente rins,
tecidos linfopoiéticos e meninges (DAVOUST, 1993). Segundo Hildebrandt et al.
(1973), as alteracbes de bago podem ser caracterizadas, em céaes
naturalmente infectados, pela infiltragcao extensa de plasmdcitos no parénquima

deste e diversos outros orgaos.

Macedo (2007) encontrou na analise histopatologica do bago aparente
hiperplasia de foliculos e corddes esplénicos, o presente trabalho observou
hipoplasia de foliculos linfoides com predominio em cdes machos (31,2%),
grande quantia de plasmdcitos e relativamente poucos linfocitos e macrofagos.
O grau de infiltrado plasmocitario parece aumentar em cdes cronicamente
infectados (GREENE, 2012). Em razdo disso, infiltrado plasmocitario pelo

parénquima esplénico também foi observado nesse estudo.

Nos cées que apresentaram concentragao sérica de globulinas acima de
2,4 mg/dL, quanto maior o acumulo difuso de plasmocitos no parénquima
esplénico, maior foi a hiperplasia de células mesangiais e 0 espessamento da

membrana basal dos capilares glomerulares.

Considerando que 87,5% dos caes do presente estudo apresentaram
infiltracdo de plasmocitos no parénquima esplénico, (machos e fémeas tiveram
frequéncia de 43,7%), o que vem de encontro com os achados de Harrus et al
(1998), que relatam que cées esplecnectomizados desenvolvem EMC mais
branda. Isso indica que o bago de cdes com EMC tem papel importante na

patogénese das alteragdes renais e hematologicas.
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CONCLUSOES

Apesar da enorme complexidade da etiopatogénese da E. canis existem
dois mecanismos para levar a glomerulopatias secundarias:
-- Imunitario pela deposigao de imunocomplexos nos glomeérulos;

-- Autoanticorpos pela imunidade celular.

Glomerulonefrite € um achado evidente em caes com EMC crénica, com

predominio do tipo mesangioproliferativa.

As alteragdes morfoldgicas tubulo-intersticiais nos cdes com EMC séo

frequentes.

Os caes com erliquiose cronica apresentam acumulo de plasmdcitos no

parénquima esplénico e renal.

O aumento na concentracdo de plasmadcitos no parénquima renal esta
diretamente relacionado com o aumento das alteragdes morfolégicas

glomerulares e tubulo-intersticiais.

O infiltrado de plasmécitos no parénquima esplénico parece ter papel

crucial na patogénese das lesdes imunomediadas em caes com EMC.
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8. Anexo: Distribuicdo das altera¢des histopatoldgicas encontradas em rins
dos 16 animais com erliquiose crénica. Botucatu, 2015

1P 2P 3P 4P 5P 6P 7P 8P

Espessamento difuso da parede

glomerular +++
Aumento da matriz mesangial ++  ++ ++ + ++
Espessamento da membrana basal + ++ + +++ 4+ ++ +
Hiperplasia de células endoteliais +
Hiperplasia de células epiteliais + + +++ + + + +
Hiperplasia de células mesangiais + ++ + +++ + + +
Formacéo de crescentes + + + 4+ 4+ + +
Sinéquias + + +  +++ 4+ + + 4+
Esclerose glomerular + +++ + +
Regeneracgao do epitélio tubular +
Degeneragéo tubular +++  ++  + +++ o+ + 4+ o+
Necrose tubular + ++ o+ 4+ o+ + ++ o+
Fibrose intersticial +++ +
Atrofia tubular F++

Tireoidizacao +++ ++
Dilatagao tubular +++ ++ O+
Infiltrado focal +

Infiltrado multifocal + + + + +
Infiltrado difuso +

Infiltrado discreto + + +
Infiltrado moderado + + +

Infiltrado acentuado +

Infiltrado intersticial + + + + +
Infiltrado peritubular + + + + + +
Infiltrado periglomerular + + + + + + +

Infiltrado linfocitario
Infiltrado plasmocitario + + ++ 4+
Infiltrado linfoplasmocitario ++ o+

Inflitrado neutrofilico

Legenda: (+) alteragdo leve; (++) alteracdo moderada; (+++) alteragao

acentuada.
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9P 10P 11P 12P 13P 14P 15P 16P

Espessamento difuso da parede

glomerular ++ ++ ++  ++ 4+
Aumento da matriz mesangial ++ + ++ ++ +
Espessamento da membrana basal +++  +++ 4+ ++ + ++ + +

Hiperplasia de células endoteliais

Hiperplasia de células epiteliais + + +
Hiperplasia de células mesangiais +++ ++ o+ ++
Formacéo de crescentes + + ++ 4+
Sinéquias + ++ o+ ++
Esclerose glomerular ++ + +
Regeneracgao do epitélio tubular +

Degeneragéao tubular ++  +++ o+ ++ 4+ 4+ o+ ++
Necrose tubular + +++ + +++ ++ +++ ++
Fibrose intersticial + + +

Atrofia tubular

Tireoidizag&o +
Dilatac&o tubular + + o+ ++
Infiltrado focal +

Infiltrado multifocal + + +
Infiltrado difuso +++ ++

Infiltrado discreto + + +

Infiltrado moderado ++ + +
Infiltrado acentuado +++

Infiltrado intersticial + + + +
Infiltrado peritubular +
Infiltrado periglomerular + +

Infiltrado linfocitario
Infiltrado plasmocitario +++ + + ++
Infiltrado linfoplasmocitario + +

Inflitrado neutrofilico

Legenda: (+) alteragdo leve; (++) alteracdo moderada; (+++) alteragcéo
acentuada
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10.Trabalho a ser enviado para : Pesquisa Veterinaria Brasileira.

GLOMERULOPATIAS SECUNDARIAS A EHRLICHIOSE MONOCITICA CANINA CRONICA.
Erica S. C. Kikuchi, Antonio Carlos Paes, Osimar C. Sanches, Rogério Giuffrida.

ABSTRACT: Kikuchi, E.S.C.; Paes, A.C.; Sanches, O.C.; Giuffrida, R. 2015. (Glomerulopathies secondary to
the chronic canine monocytic ehrlichiosis). GLOMERULOPATIAS SECUNDARIAS A EHRLICHIOSE
MONOCITICA CANINA CRONICA. Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, Universidade
Estadual Paulista, Distrito de Rubido Junior, s/n CEP 18.618-970, Botucatu, Brasil. E-mail:
erica.cdapvet@yahoo.com.br.

Canine monocytic ehrlichiosis (CME), is an infectious disease of high incidence in clinical routine, caused
by Ehrlichia canis, an obligate intracellular gram-negative bacterium and transmitted by the tick
Rhipicephalus sanguineus. This work aimed to evaluate the histopathological lesions in kidneys and
spleen caused by CME, as well as the parameters of serum biochemistry urea, creatinine, albumin and
globulin. To this end, 16 dogs showed mean values of urea (90,18mg / dl) and creatinine (1,62mg / dl)
were above the normal reference values for dogs; albumin showed values below normal averaging
2.01g / dl, while globulin remained within the average with 3,58g / dl. The histopathological analysis
consisted of the evaluation of cortical and medullary region of the kidney and splenic parenchyma. The
most prevalent morphological changes were the thickening of the basement membrane, synechia
formation, tubular degeneration and necrosis. As for glomerulonephritis the one that presented the
highest occurrence was the mesangial type in 62.5% (10/16) of dogs. As for the splenic changes 43.7%
(7/16) of the dogs developed hypoplasia of lymphoid follicles, and 87.5% of them (14/16) had plasma
accumulation in the parenchyma. The statistical analysis of correlation between the variables, showed
positive correlation between the urea concentration and hyperplasia of the glomerular epithelial cells,
and also a positive correlation between creatinine and hyperplasia of mesangial cells and tubular
dilation; and between the concentration of globulin and infiltrate of plasma cells. Negative correlation
was observed for albumin and plasma cell infiltration. In spleen, enlarged lymphoid follicles and urea
had positive correlation, whereas albumin and plasma cell infiltrates showed a negative correlation.
There was a predominance of mesangial glomerulonephritis, and the plasma cell infiltrate probably
plays an essential role in the immunopathology of injuries.

INDEX TERMS: dog, chronical ehrlichiosis, kidney, spleen, histopathology, serum biochemistry.

RESUMO: A erliquiose monocitica canina (EMC), é doencga infecciosa de alta incidéncia na clinica
veterindria, causada por Ehrlichia canis, bactéria gram-negativa intracelular obrigatdria e transmitida
pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus. O trabalho teve como objetivo avaliar as lesGes
histopatoldgicas em rins e bago causadas pela EMC, assim como os parametros da bioquimica sérica,
ureia, creatinina, albumina e globulina. Para tanto, 16 cdes apresentaram valores médios de ureia
(90,18mg/dl) e creatinina (1,62mg/dl) acima dos valores de referéncia normal para c3es; a albumina
apresentou valores abaixo do normal com média de 2,01g/dl, enquanto a globulina permaneceu dentro
da média com 3,58g/dl. A analise histopatoldgica constituiu na avaliacdo da regido cortical e medular
dos rins e do parénquima esplénico. As alteragdes morfoldgicas mais prevalentes foram o espessamento
da membrana basal, formacdo de sinéquias, degeneracdo e necrose tubular. Quanto as
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glomerulonefrites a que apresentou maior ocorréncia foi a do tipo mesangial em 62,5% (10/16) dos c3es.
Quanto as alteracGes esplénicas 43,7% (7/16) dos cdes desenvolveram hipoplasia dos foliculos linféides,
e 87,5% destes (14/16) apresentaram acimulo de plasmdcitos no parénquima. A andlise estatistica de
correlagdo entre as varidveis, evidenciou correlagdo positiva entre a concentragdo de ureia e hiperplasia
de células epiteliais glomerulares, e correlagdo positiva entre a creatinina e hiperplasia de células
mesangiais e dilatagdo tubular; e entre a concentracdo de globulina e o infiltrado de plasmdcitos.
Correlagdo negativa foi observada para albumina e infiltrado plasmocitario. Em baco, hipertrofia de
foliculos linfoides e ureia tiveram correlagdo positiva, enquanto albumina e infiltrado plasmocitario
apresentaram correlagdo negativa. Houve predominio de glomerulonefrite mesangial, e o infiltrado
plasmocitdrio parece ter papel crucial na imunopatologia das lesGes.

TERMOS DE INDEXACAO: cio, erliquiose cronica, rim, bago, histopatologia, bioquimica sérica.
INTRODUCAO

A erliquiose canina, mais comumente denominada erliquiose monocitica canina (EMC), é uma
doenga infecciosa causada por uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatdria de mondcitos,
Ehrlichia canis. Pertence a familia Anaplasmataceae, na qual o género Ehrlichia foi incluido a partir de
2001, havendo sido retirado da familia Rickettsiaceae (GREENE, 2012).

A doenca possui distribuicdo mundial e necessita de vetores para ser transmitida, sendo o
carrapato marrom, Rhipicephalus sanguineus, o mais comum (TAYLOR, 2007; GREENE, 2012). A infeccdo
do cdo sadio se da no momento do repasto sanguineo do carrapato infectado (DAVOUST, 1993).

A doenga é dividida em trés fases: aguda, subclinica e crénica. Na fase aguda, que dura cerca de 2 a 4
semanas, o animal apresenta febre, anorexia, depressao, linfadenopatia e o hemograma mostra
trombocitopenia (HUXSOLL, 1970; JAIN,1993; NAKAGHI et al.,2008).

Durante a fase subclinica, ndo sdo observados sinais clinicos evidentes, podendo ocorrer apenas
alteragdes laboratoriais hematoldgicas (NELSON E COUTO, 2010).

Na fase crénica ocorrem: monocitose, linfocitose, com linfocitos podendo conter granulos
azurofilicos, trombocitopenia, anemia ndo regenerativa, hiperglobulinemia, hipoplasia da medula dssea,
hipoalbuminemia (pela perda glomerular), proteindria e azotemia. Em muitos casos ocorre aumento da
atividade da alanina aminotransferase (ALT) e da fosfatase alcalina (FA).

Se houver supressdo da medula dssea, é observada pancitopenia. Outras alteragbes que
podem ser encontradas sdo aumento no tempo de sangramento em razdo da trombocitopenia ou ma
funcdo plaquetdria, hematuria e gamopatia monoclonal (ALMOSNY, 2002; THRALL, 2007; NELSON E
COUTO, 2010; GREENE, 2012).

Em cdes infectados por E. canis e que desenvolvem doenga renal cronica é observado alta
incidéncia de nefrite intersticial (CASTRO et al., 2004 e ALBERNAZ et al., 2007). O aumento sérico de
globulina principalmente da fragdo gama induz hiperviscosidade sérica, trombocitopenia além de causar
danos ao endotélio vascular e veno-estase (GOULD et al. 2000).

Para tanto, os objetivos desse estudos foram quantificar e descrever as alteragOes
histopatoldgicas em rins e bago de cdes com EMC na fase cronica da enfermidade, e investigar a
correlagdo entre a concentracdo de ureia, creatinina, globulina e albumina, com as alteragdes
histopatoldgicas encontradas.

MATERIAL E METODOS

Amostras: Foram utilizados 16 cdes oriundos da rotina clinica do setor de Enfermidades Infecciosas dos
Animais Domésticos. Apdés a morte dos animais, baseado nos sinais clinicos, exames hematoldgicos e
bioguimica sérica, e PCR positivo para a doenca, foi realizada necrdpsia e foram colhidos fragmentos dos
rins e do bago dos cdes com erliquiose cronica. Foram processados conforme técnica de rotina
histoldgica para microscopia dptica e inclusdo em parafina e corados pelos métodos de Hematoxilina e
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Eosina, Tricrdbmio de Masson, Verde Metil Pironina e P.A.M.S. (método de acido periddico/prata-
metenamina de Gomori). Todas as coloragGes seguiram o protocolo de TOLOSA et al. (2003).

Andlise histopatoldgica: Em rins, observacao das alteragdes glomerulares, tubulares e intersticiais e na
caracterizacdao do infiltrado inflamatério, conforme protocolo utilizado por Laufer (1997) e Sanches
(2005). A andlise histopatolégica do bago se baseou na observagdo dos foliculos linfoides, se houve
atrofia, hipertrofia ou hipoplasia, e no acimulo de plasmdcitos. Através das analises estatisticas, foi
investigada a correlagdo entre a concentragdo de ureia, creatinina, globulina e albumina, com as
alteragdes histopatoldgicas encontradas em rim e bago

Andlise estatistica: As estatisticas descritivas relativas aos valores de bioquimica sérica e os resultados
dos exames histopatolégicos de bago e rim foram sumarizados em tabelas. Para estudar a relagao entre
parametros bioquimicos e resultados das analises histopatoldgicas do baco e dos rins dos cades
estudados recorreu-se a andlise de correlagdo ndo paramétrica de Spearman, considerada adequada
para avaliacdo de escores. Todas as analises foram conduzidas no software SPSS v.16.0 e com nivel de
significancia de 5%(FIELD, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise dos parametros bioquimicos

A concentragdo de uréia nos animais variou de 31 a 329 mg/dL, resultando na média de
90,18mg/dL, e a creatinina variou de 0,2 a 12,1 mg/dL, resultando na média de 1,62mg/dL.
Corroborando com trabalhos onde os pacientes apresentaram aumento das concentragdes séricas de
ureia e creatinina (HARRUS et al., 1997; SOUSA et al., 2010).

O fato pode ter associagdo a um quadro de gromerulopatia, podendo explicar assim a

correlagdo positiva (quando aplicado o teste de correlacdo de Spearman), encontrada nesse estudo
entre ureia e hiperplasia de células epitelias glomerulares e infiltrado intersticial.
Ainda reforcando a associagdo ao quadro de glomerulopatia, observou-se correlagdo positiva da
creatinina com a hiperplasia de células mesangiais glomerulares e a dilatagao tubular nos rins dos caes
com erliquiose cronica. Desse modo fica evidente que a ocorréncia de glomerulonefrite
mesangioproliferativa observada na maioria dos animais desse estudo esteja diretamente
correlacionada com os valores acima da média de ureia e creatinina.

Em contraste a concentracdo de albumina variou de 1,1 a 2,7 g/dl com média de 2,01g/dl e a
concentracdo de globulina variou de 1,1 a 8,9g/dl e a média foi 3,58g/dl. A hipoalbuminemia pode ser
resultante da anorexia, que leva a diminuicdo da ingestdo de proteinas, e também pode ser um
mecanismo compensatdrio devido ao aumento das globulinas, prevenindo assim o aumento da
viscosidade no sangue (HARRUS et al., 1996) que foi o encontrado no presente estudo, valores de
albumina abaixo dos valores normais. Wanner et al (1999) observou hipergamaglobulinemia em estudo
experimental com cdes da raga beagle em fase subclinica, porém, os cdes desse estudo apresentaram
valores de globulina dentro dos normais, isso pode ser explicado pelo fato de que nos quadros de
pancitopenia, sinal caracteristico da erliquiose em fase crénica, a concentracdo de gamaglobulinas é
menor, provavelmente em consequéncia da leucopenia pronunciada (HARRUS et al.,1996).

Andlise histopatoldgica do rim

Quanto a caracterizagdo do processo patolégico nos animais com EMC crénica, houve
predominio do espessamento da membrana basal (100%), sinéquias (100%), e degeneragdo tubular
(100%). Quanto ao infiltrado, houve predominio de infiltrado multifocal (50,0%), sendo ele na maioria
das vezes periglomerular (56,2%) e intersticial (56,2%) e do tipo plasmocitario (56,2%).

AlteragGes glomerulares

Os animais na fase cronica da EMC tiveram alteracdes glomerulares que variaram de leve a
acentuada, com predominio de carater leve, as quais mostraram maior frequéncia hiperplasia de
células epiteliais (56,2%), formagdo de crescentes e sinéquias (50%). Nas altera¢des de carater
moderado acentuaram-se o aumento da matriz mesangial (50%) e espessamento da membrana basal
(43,7%). Espessamento da membrana basal ainda demonstrou carater acentuado em 18,8%. Castro et al.
(2004) constataram glomerulonefrite caracterizada por infiltrado de células inflamatdrias evidente nos
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rins, esses dados evidenciam que a EMC esta associada com alteragdo funcional glomerular, afirmando
os achados histopatoldgicos e correlagdes observadas no presente estudo, quando aplicado o teste de
correlagdo de Spearman, onde todos os cdes apresentaram algum tipo de lesdao morfofuncional em rins.
Glomerulonefrites

As glomerulonefrites foram caracterizadas em: mesangial, membranosa,
membranoproliferativa e crénica. Todos os cdes (100%) apresentaram algum tipo de glomerulonefrite,
sendo que 62,5% (10/16) foram do tipo mesangial.
Alteragées tubulares e intersticiais

A andlise das alteragdes tubulares e intersticiais mostram que 100% dos animais demonstraram
degeneragdo tubular, independente da gravidade da lesdao. Contudo, houve predominio das alteragdes
de carater acentuado, com necrose tubular (25%), dilatagdo tubular (6,2%), tireoidizagdo (6,2%), atrofia
tubular (6,2%) e fibrose instersticial (6,2%) Segundo Polzin e Osborne (2004), as alteragGes
histopatoldgicas encontradas nos rins com faléncia renal em estagio terminal incluem: a esclerose
glomerular, fibrose intersticial, infiltrado inflamatdrio mononuclear tubulo-intersticial, dilatagdo tubular
e atrofia do epitélio tubular. No presente estudo todos os animais apresentaram alteragdes de
degeneragdo e necrose tubulo-intersticiais.
Infiltrado inflamatério

Quanto a distribuicdo do infiltrado inflamatdério 50% dos animais apresentaram alteragdes
multifocais de carater leve; 12,5% exibiam altera¢des focais de carater leve. Com relagdo a localizagao ,
houve predominio de infiltrado periglomerular e intersticial de carater leve (56,2%) . Quanto ao tipo
celular 25% dos animais apresentaram infiltrado inflamatdrio plasmocitario (sendo que 25% foi de
carater leve, 18,7% carater moderado e 12,5% de carater acentuado. Ja o infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario apareceu com 18,7% de carater leve e 6,3% de carater moderado. Nenhum dos
animais apresentou infiltrado inflamatério neutrofilico ou linfocitario. ). Macedo (2007) observou na
analise histoldgica do rim, infiltrado plasmocitdrio cortical de intensidade moderada, especialmente
periglomerular, e difuso no intersticio medular, muitas vezes acentuado, corroborando com o os
achados desse estudo onde o infiltrado inflamatdrio do tipo plasmocitario foi predominante, e a
localizagdo foi na maioria das vezes intersticial com distribuicdo multifocal.
Andlise histopatoldgica do baco

As observagdes de alterages histopatoldgicas ocorridas em bago de cdes com EMC cronica,
constituiram de carater moderado em 31,2% de hipoplasia de foliculos linfoides. Hipertrofia de foliculos
linfoides apareceu em 18,7% de carater moderado. O acimulo de plasmdcitos ocorreu 87,5% (43,7% de
carater acentuado, 25% de carater moderado e 18,8% de carater leve. Macedo (2007) encontrou na
analise histopatoldgica do baco aparente hiperplasia de foliculos e corddes esplénicos, corroborando
com os achados desse trabalho, e apresentou nessa regido grande quantia de plasmdcitos e
relativamente poucos linfécitos e macrofagos. Do mesmo modo infiltrado plasmocitério pelo
parénquima esplénico também foi observado nesse estudo.

CONCLUSOES

Apesar da enorme complexidade da etiopatogénese da E. canis existem dois mecanismos para levar a
glomerulopatias secundarias:

-- Imunitario pela deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos;

-- Autoanticorpos pela imunidade celular.

Glomerulonefrite é um achado evidente em cdes com EMC cronica, com predominio do tipo
mesangioproliferativa.

As alteragdes morfoldgicas tubulo-intersticiais nos caes com EMC sdo frequentes.

Os cdes com erliquiose cronica apresentam acimulo de plasmdcitos no parénquima esplénico e renal.

O aumento na concentragdo de plasmdcitos no parénquima renal esta diretamente relacionado com o
aumento das alteragdes morfoldgicas glomerulares e tibulo-intersticiais.

O infiltrado de plasmdcitos no parénquima esplénico parece ter papel crucial na patogénese das lesdes
imunomediadas em cdes com EMC.
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