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ELETROFORESE DAS PROTEINAS SERICAS E URINARIAS DE CAES
COM ERLIQUIOSE NA FASE AGUDA

RESUMO - A erliquiose canina é uma das hemoparasitoses mais
frequentes entre os cdes domeésticos e apresenta alta prevaléncia nas regidoes
de clima tropical. Apesar das inumeras investigagbes e avangos na
compreensao da patogénese e diagnostico da referida doenca, pouco se sabe a
respeito das alteracdes glomérulo-tubulares de caes acometidos por erliquiose.
No presente estudo objetivou-se associar o perfil eletroforético das proteinas
sanguineas e urinarias com as possiveis alteracbes glomérulo-tubulares
encontradas em cées com erliquiose na fase aguda. O Grupo Controle (GC) foi
integrado por 18 cédes saudaveis e o Grupo Doente (GD), por 24 animais. Ambos
de qualquer género, raca e idade. O protocolo experimental incluiu avaliacdo das
condicdes clinicas de cées sadios e daqueles acometidos pela doenca, neste
altimo caso com base nos sinais clinicos e presenca de morula em esfregacos
sanguineos de ponta de orelha. Dos animais controle e daqueles enfermos,
foram obtidas amostras de sangue periférico e urina para andlises eletroforéticas
das proteinas pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Foram selecionadas 11 fracdes proteicas
no tracado densitométrico dos soros sanguineos, cujos pesos moleculares
variaram entre 23 e 139 kDa (kilodaltons). Os resultados mostraram que algumas
proteinas séricas de fase aguda se alteram nos cdes com erliquiose na fase
aguda. Observou-se diferenca significativa entre os grupos estudados na
concentracao sérica de transferrina, haptoglobina, IgG (cadeia leve) e albumina,
sendo que somente esta Ultima apresentou niveis inferiores no Grupo Doente. A
analise eletroforética da urina exibiu um numero superior de fracdes proteicas
excretadas pelos cdes com erliquiose na fase aguda (295), quando comparados
agueles encontrados nos cées do GC (174). Foram encontradas proteinas de
alto (>60 kDa) e baixo peso molecular (<60 kDa) na urina dos cées doentes,
sugerindo que a doenca em sua fase aguda, causa lesdes tanto nos glomérulos
guanto tabulos, respectivamente.

Palavras-chave: glomerulopatia, proteinaria, SDS-PAGE, tubulopatia



ELECTROPHORESIS OF SERUM AND URINARY PROTEINS OF DOGS WITH
ACUTE-PHASE ERLICHIOSIS

ABSTRACT - Canine ehrlichiosis is one of the most frequent
haemoparasitosis between domestic dogs and has high prevalence in tropical
regions. Despite the innumerous investigations and progresses in the
pathogenesis comprehension and diagnosis of the disease, little is known on the
glomerulo-tubular alterations of dogs stricken by ehrlichiosis. The aim of this
study was to associate the electrophoretic profile of blood and urinary proteins
with the possible glomerulo-tubular alterations found in dogs with acute-phase
ehrlichiosis. The Control Group (CG) was formed by 18 healthy dogs and the Sick
Group (SG), by 24 animals, both groups with unspecified genders, races and
ages. The experimental protocol included assessment of the dogs’ clinical
conditions, and regarding the sick ones, based on the clinical signs and the
presence of morula in the ear-tip blood smears. From the animals of both groups,
peripheral blood and urine samples were obtained for protein electrophoretical
analysis through the polyacrylamide gel with dodecyl sodium sulfate (SDS-
PAGE) electrophoresis technique. Eleven protein fractions were selected in the
blood sera densitometry trace, with molecular weights ranging from 23 to 123
kDa (kilodaltons). The results showed that some acute-phase proteins change in
dogs with acute-phase ehrlichiosis. Significant difference between the studied
groups was observed in serum concentrations of transferrin, haptoglobin, 1gG
(light chain) and albumin, the latter with lower levels in the Sick Group. The
electophoretical analysis of urine showed a larger number of protein fractions
excreted by dogs with acute-phase ehrlichiosis (295), when in comparison with
the ones in the CG (174). High (>60 kDa) and low (<60 kDa) molecular weight
proteins were found in the sick dogs’ urine, suggesting that the disease in its
acute phase causes lesions in both glomeruli and tubules, respectively.

Keywords: glomerulopathy, proteinuria, SDS-PAGE, tubulopathy.



LISTA DE ABREVIATURAS

ML: microlitro

AAG: al glicoproteina acida

AAT: al antitripsina

atm: atmosfera

CEUA: Comiss&o de Etica no Uso de Animais
cm: centimetro

DNA: &cido desoxirribonucleico

DNNE: desvio nuclear de neutréfilos a esquerda
dL: decilitro

DRC: doenca renal crbénica

E. canis: Ehrlichia canis

EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acéticol
ELISA: teste imunoenzimatico de absorbancia
EMC: erliquiose monocitica canina

GC: grupo controle

GD: grupo doente

IgA: imunoglobulina A

IgE: imunoglobulina E

IgG: imunoglobulina G

IgM: imunoglobulina M

kDa: kilodalton

mg: miligrama

MGG: May-Grunwald-Giemsa

mL: mililitros

NPCR: reacdo em cadeia da polimerase do tipo nested
°C: graus Celsius

PBS: tampao fosfato-salino

PCR: reacdo em cadeia da polimerase

PFA: proteinas de fase aguda

pH: potencial hidrogenionico

RIFI: reacao de imunofluorescéncia indireta

vi



SDS-PAGE: sodium dodecil sulphate poliacrilamida gel electrophoresis
(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio)
TFG: taxa de filtracado glomerular

Ucr: concentracdo de creatinina urinaria

UP/C: razao proteina creatinina urinaria

Upt: concentracdo de proteina urinaria

x g: forga gravitacional

Vii



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

LISTA DE TABELAS

Estatistica descritiva (média * erro padrdo da média) e
valores de P do teste t student da contagem global de
hemacias, hemoglobina, hematdécrito, contagem global
de leucdcitos, valores absolutos de eosindfilos,
neutrofilos bastonetes e segmentados, linfocitos,
monaocitos e contagem global de plaguetas dos animais
do Grupo Controle (GC) e dos cées com erliquiose (GD)
na fase aguda. Jaboticabal, 2015.............cccooeeeviiiinnnn.
Estatistica descritiva (média + erro padrdo da média) e
valores de P do teste t student da concentracdo sérica
de creatinina, ureia, fésforo e célcio dos animais do
Grupo Controle (GC) e dos cées com erliquiose (GD)
na fase aguda. Jaboticabal, 2015..........ccccoeeeviiiieeeennnnn.
Estatistica descritiva (média * erro padrao da média) e
valores de P do teste t student da atividade sérica de
ALT (alanina aminotransferase), FA (fosfatase alcalina)
e concentracdo sérica de proteina total, albumina e
globulinas dos animais do Grupo Controle (GC) e dos
cées com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal,

Estatistica descritiva (média * erro padrao da média) e
valores de P do teste t student das concentracdes
séricas das fracOes proteicas (mg/dL) obtidas em gel de
poliacrilamida dos animais do Grupo Controle (GC) e
dos caes com erliquiose (GD) na fase aguda.
Jaboticabal, 2015.. ...
Estatistica descritiva (média * erro padrao da média) e
valores de P do teste t student da razdo proteina e
creatinina urinarias (UP/C) e densidade especifica
urinaria (DEU) dos animais do Grupo Controle (GC) e
dos caes com erliquiose (GD) na fase aguda.
Jaboticabal, 2015...........cooi i
Proteinas urinarias conforme seu peso molecular (kDa);
n = numero de proteinas observadas em cada intervalo
conforme o peso molecular; Frequéncia = aparecimento
das proteinas tanto no grupo controle (GC) como no
grupo com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal,

Frequéncia de aparecimento das proteinas urinarias de
acordo com seu peso molecular (BPM - baixo peso
molecular, MPM - médio peso molecular e APM - alto
peso molecular; n = nimero de proteinas observadas
no grupo controle (GC) e no grupo com erliquiose (GD)
nafase aguda. Jaboticabal, 2015.............cccevvviiiiiiennnnn.

viii

Pagina

25

30

31

36

43

47

48



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

LISTA DE FIGURAS

llustracdo do procedimento adotado para a realizagédo da
técnica de esfregaco de ponta de orelha. (1A) Tricotomia
e antissepsia do pavilhdo auricular externo com algodao
embebido em alcool 70°. (1B) Puncdo do capilar
auricular externo com uma agulha hipodérmica estéril
(25x7mm). (1C) Sangue obtido da pungéo. (1D) Coleta
da amostra de sangue com auxilio de um tubo
microcapilar. (LE) Deposi¢cdo da amostra de sangue em
lamina estéril. (1F) Posicionamento da laminula para a
confeccao do esfregaco sanguineo. (1G) Esfregaco
sanguineo pronto. Jaboticabal,

Principais sinais clinicos e alteracdes observados ao
exame fisico nos cées portadores de morulas de
Ehrlichia spp. (GD). Jaboticabal,

Contagens globais de hemacias, concentracdo de
hemoglobina e valores de hematdcrito dos animais do
Grupo Controle (GC) e dos caes com erliquiose (GD) na
fase aguda.Jaboticabal, 2015.............coooriiiiiiiiii
Contagens globais de leucdcitos dos animais do Grupo
Controle (GC) e dos caes com erliquiose (GD) na fase
aguda.Jaboticabal, 2015.............cooviiiiiiiii e
Valores absolutos de eosindfilos dos animais do Grupo
Controle (GC) e dos caes com erliquiose (GD) na fase
aguda.Jaboticabal, 2015...........cccooviiiiiiiiie e
Valores absolutos de neutrofilos bastonetes e
segmentados dos animais do Grupo Controle (GC) e dos
caes com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal,

Contagens globais de plaquetas dos animais do Grupo
Controle (GC) e dos cdes com erliquiose (GD) na fase
aguda.Jaboticabal,2015............cooriiiiii
ConcentracBes séricas de creatinina dos animais do
Grupo Controle (GC) e dos caes com erliquiose (GD) na
fase aguda.Jaboticabal, 2015..............ccovvrriciiie e,

Pagina

16

23

26

27

27

28

29

32



Figura 9.

Figura
10.

Figura
11.

Figura
12.

Figura
13.

Figura
14.

Figura
15.

Figura
16.

LISTA DE FIGURAS

Concentracéo sérica de globulina dos animais do Grupo
Controle (GC) e dos céaes com erliquiose (GD) na fase
aguda. Jaboticabal, 2015.............cooiiii e,
Concentracao seérica de transferrina, obtida em gel de
poliacrilamida dos animais do Grupo Controle (GC) e dos
cdes com erliquiose (GD) na fase aguda.
Jaboticabal,2015.......ccoouiii i
Concentracdo sérica de albumina, obtida em gel de
poliacrilamida dos animais do Grupo Controle (GC) e dos
caes com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal,

Concentracao sérica de haptoglobina, obtida em gel de
poliacrilamida dos animais do Grupo Controle (GC) e dos
caes com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal,

Concentracao sérica de IgG de cadeia leve, obtida em
gel de poliacrilamida dos animais do Grupo Controle
(GC) e dos cées com erliquiose (GD) na fase aguda.
Jaboticabal, 2015........coiiiiiii
Grafico circular representativo da distribuicdo dos caes
com erliquiose (GD) na fase aguda em n&o proteinurico
(UP/C<0,2), proteinurico borderline/limitrofe (UP/C=0,2
ou <0,5) e proteinuarico (UP/C>0,5), ilustrando o valor da
razao proteina e creatinina urinarias e o sistema de
subestadiamento da proteinuria da IRIS (2009)..............
Razao proteina e creatinina urinarias (UP/C) dos animais
do Grupo Controle (GC) e dos cées com erliquiose (GD)
nafase aguda. Jaboticabal, 2015..............ccceeeeevviiieiiiinnnns
Densidade especifica urinaria (DEU) dos animais do
Grupo Controle (GC) e dos caes com erliquiose (GD) na
fase aguda. Jaboticabal, 2015...........cccooeeiiiiiiiiiiie,

Pagina

33

38

39

40

41

44

44

45



1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas bacterianas e virais, além das moléstias parasitarias,
em geral, sdo responsaveis por grande parte da demanda de atendimento médico-
veterinario, junto aos estabelecimentos de atencdo a saude de animais domésticos,
especialmente os de companhia. A erliquiose canina encontra terreno fértil em muitas
regides do globo terrestre e apresenta grande frequéncia nas regides de clima tropical,
além de tratar-se de uma doenca com evolucdo complexa e diagndstico bastante
complicado, devido a dificuldade de encontro das formas intracelulares do parasita.

Ehrlichia canis (E. canis) é uma bactéria intracelular obrigat6ria que apresenta
tropismo por células hematopoéticas. Esta hemoparasitose, conhecida como
erliquiose monocitica canina (EMC) é potencialmente fatal, portanto, exige diagnostico
rapido e preciso para iniciar a terapia adequada, objetivando tornar o progndstico
favoravel. A transmissdo da-se por meio da inoculacdo da bactéria pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus no céo. A doenca é caracterizada por trés fases: aguda,
subclinica e crénica. Cées infectados com E. canis podem assim permanecer por toda
a vida, mesmo apos o tratamento. A prevaléncia da doenca depende da distribuicéo
do carrapato Rhipicephalus sanguineus, encontrado principalmente em areas
tropicais e subtropicais.

Dentre os diversos sinais clinicos e laboratoriais que caracterizam a erliquiose
canina, as lesbes renais e suas repercussdes sdo aquelas das quais menos se
conhecem. Teoricamente, a glomerulopatia esta relacionada com a deposicdo de
imunocomplexos, no entanto, ndo ha dados a respeito do envolvimento tubulo-
intersticial nesses pacientes suscitando a necessidade de mais estudos a respeito.

A eletroforese em gel de poliacrilamida é um dos melhores métodos para
obtencao das fracOes proteicas presentes tanto no sangue quanto na urina, seja em
seres humanos ou animais. Assim, neste ensaio objetivou-se avaliar cdes acometidos
por erliquiose na fase aguda, naturalmente adquirida, utilizando-se para tanto do
eletroforetograma das proteinas séricas e urinarias, tentando identificar possiveis

danos tubulo-glomerulares e sua conexao com a referida doenca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Erliquiose canina

A erliquiose foi descrita pela primeira vez em um cao de raca Pastor Aleméao,
na Argélia, por Donatien e Lestoquard, em 1935. No entanto, somente dez anos mais
tarde passou a ser considerada como Ehrlichia canis, por Mashkovsky. No Brasil, o
primeiro caso de erliquiose canina foi descrito em Belo Horizonte - MG, em 1973
(MACHADO, 2004). O segundo caso ocorreu em Jaboticabal - SP e foi relatado por
Maregati, em 1978 (KAVINSKY et al., 1988).

Esta doenca é a hemoparasitose mais comumente encontrada em cdaes
(NELSON; COUTO, 2001; GREENE, 2006), sendo considerada uma infeccao
potencialmente fatal para a espécie (PYLE, 1980; WANER; HARRUS, 2000). Trata-
se de uma doenca com alta prevaléncia, principalmente em regides tropicais e
subtropicais (MOREIRA et al.,, 2003). No Brasil, a regido sudeste €& considerada
endémica (BORIN; CRIVELENTI; FERREIRA, 2009).

A erliquiose monocitica canina (EMC) tem como agente etiolégico a bactéria
Gram-negativa intracelular obrigatéria Ehrlichia canis (LAPPIN, 2006), que pertence a
familia Rickettsiaceae (DAGNONE et al., 2003). O parasita apresenta tropismo por
mondcitos, macrofagos e trombdcitos, formando uma inclusdo citoplasmatica
chamada moérula (NEER; HARRUS, 2006). Este microrganismo afeta animais de todas
as idades, independentemente de raca ou sexo (ISOLA; CADIOLI; NAKAGE, 2012).

Apesar do carrapato Amblyomma cajennense ser considerado um potencial
vetor em areas rurais no Brasil (COSTA Jr. et al., 2007), o carrapato marrom do céo
(Rhipicephalus sanguineus) é considerado o principal transmissor da doenca (LEWIS
Jr. et al., 1977). Sua erradicagdo € complexa (ISOLA; CADIOLI; NAKAGE, 2012) e a
infeccdo acontece principalmente nas estacdes quentes do ano, quando o carrapato
estd mais ativo (HARRUS; WANER, 2011). A transmissdo ocorre principalmente
qguando a bactéria € inoculada no hospedeiro por meio da secrecéo salivar infectada
do carrapato (MOREIRA et al., 2003; BULLA et al., 2004; DAGNONE et al., 2009). A

transfusédo de sangue de caes doadores infectados cronicamente por até cinco anos
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também é considerada um meio de transmissado entre caes susceptiveis (COUTO,
2003).

Durante o periodo de incubacéo da E. canis, que pode durar de 8 a 20 dias, 0s
parasitas se multiplicam por divisdo binaria no interior dos macréfagos, formando as
morulas e posteriormente, disseminam-se pelo organismo (NEER; HARRUS, 2006).
Caso o microrganismo néo seja eliminado, a doenca evolui para as fases subclinicas
e cronica (HARRUS; WANER; BARK, 1997).

A fase aguda tem duracao aproximada de duas a quatro semanas (NEER;
HARRUS, 2006) e se caracteriza por alta parasitemia, sendo possivel encontrar
morulas com mais facilidade (WOODY; ROSKINS, 1991) e, também, pelo surgimento
dos primeiros e praticamente imperceptiveis sinais clinicos no paciente. Na medida
em que a doenca evolui, até a sua fase cronica, sdo somados outros sinais clinicos,
dentre 0os quais 0os mais comumente encontrados incluem hipertermia (39,5°C —
41,5°C), perda de peso, anorexia, linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia,
mucosas palidas, depressao, dispneia, estertores pulmonares, cianose, secrecao
ocular e nasal mucopurulentas, vasculite, distirbios cardiorrespiratorios, petéquias,
eguimoses, sinais neuroldgicos, musculares e poliartrite (WANER et al., 1999; NEER,;
HARRUS, 2006).

Em relagdo aos achados laboratoriais, trombocitopenia € o achado mais
comum e se manifesta devido ao consumo, sequestro e destruicdo das plaguetas
pelos macrofagos (ALMOSNY, 2002; ETTINGER; FELDMAN, 2004). Outras
anormalidades hematolégicas encontradas nesta fase da doenca sdo leucopenia
branda e diminuicdo progressiva da quantidade de eritrécitos, traduzindo um quadro
de anemia normocitica e normocrdmica, geralmente arregenerativa, devido a
supressao da medula 6ssea e destruicdo exacerbada das células eritréides (FARIA,
2006; CASTRO et al, 2004; BORIN; CRIVELENTI; FERREIRA, 2009).
Eventualmente, animais parasitados por E. canis também podem apresentar mérulas
no interior de outros leucdcitos ou plaquetas (MURPHY et al., 1998; NAKAGHI et al.,
2008), proteinaria (WANER et al., 1999; NEER; HARRUS, 2006) e glomerulopatias
decorrentes de lesdes incipientes do parénquima renal (CODNER; MASLIN, 1992).

De acordo com Igbal e Rikihisa (1994) e Harrus et al. (1998), os sinais clinicos

da fase aguda podem se resolver com ou sem tratamento, j& a eliminacdo do parasita



€ mais dificil. Assim, os caes permanecem infectados e passam a fase subclinica da
doenca.

A fase subclinica da doenca pode variar de meses a anos apos a infeccéo do
animal (LAPPIN, 2006). Neste estagio ndo ha sinais clinicos, porém encontram-se
trombocitopenia, leucopenia (HARRUS et al., 2004) e altos titulos de anticorpos contra
E. canis no soro revelam-se de forma marcante (IQBAL; RIKIHISA, 1994),
possivelmente, devido & permanéncia da bactéria no baco do paciente (HARRUS et
al., 2004).

As alteracdes presentes na fase cronica sdo decorrentes das reacdes imunes
contra a bactéria intracelular, resultando em prostracéo, palidez de mucosas, dor
abdominal, epistaxe, hemorragias, hepato-esplenomegalia, infiltrado inflamatério
pulmonar, hifema, dor articular, déficit de nervos cranianos, convulsées, polidria e
polidipsia (LAPPIN, 2006). Ademais, o quadro de trombocitopenia revela-se grave na
fase crbénica, em decorréncia da hipoplasia ou aplasia da medula 6ssea (NELSON;
COUTO, 2001; GREENE, 2006).

O diagndstico presuntivo da erliquiose monocitica canina € baseado no
conjunto de alteracfes clinicas e hematoldgicas (DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO,
2001). Em areas endémicas, a contagem de plaguetas € considerada teste de triagem,
devido a alta frequéncia com que a trombocitopenia aparece em caes com E. canis
(HARRUS; WANER, 2011).

O diagnostico parasitolégico é estabelecido mediante o encontro de morulas,
formas de propagacdo caracteristicamente encontradas nos casos de E. canis e
materializadas como inclusdes citoplasmaticas nos leucocitos ou plaguetas, ao exame
de esfregacos sanguineos. A pesquisa de moérulas a partir dos referidos esfregacos
sanguineos é simples, apresenta baixo custo, além de possibilitar o arquivo das
preparacdes positivas para E. canis (NAKAGHI et al., 2008; FRITZ, 2009; UENO et
al., 2009). Cabe ressaltar que a presenca de inclusfes citoplasmaticas permite o
estabelecimento de diagnostico definitivo para a enfermidade (VARELA, 2003),
contudo sua auséncia ndo elimina a hipotese de infec¢éo pelo parasita (HOSKINS,
1991). Isto se deve a dificuldade de se encontrar as formas de propagacdo em morula
ja que a bactéria raramente ultrapassa 1% das células infectadas (DAGNONE;
MORAIS; VIDOTTO, 2001; ALBERNAZ et al., 2007), além do fato de muitos



examinadores nao terem a experiéncia necessaria para detectar a incluséao
citoplasmatica. E recomendado o diagndstico diferencial para leptospirose, uma vez
gue seus sinais clinicos e laboratoriais assemelham-se aos da erliquiose monocitica
canina (NEER; HARRUS, 2006).

O teste diagnéstico definitivo d4-se quando o género Ehrlichia é detectado
molecularmente por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). E feita a
pesquisa do DNA do agente, usando amostras de sangue circulante ou do baco
(DAGNONE et al., 2003; BULLA et al., 2004). Adicionalmente, para animais infectados
e negativos a PCR, poderdo ser utilizadas provas sorolégicas com vistas ao
diagnoéstico (NAKAGHI et al., 2008, tais como a reagéo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) e o Immunocomb® (kit dot-ELISA) (OLIVEIRA et al., 2000; LAPPIN, 2006). A
desvantagem imposta pelos métodos sorolégicos é a falta de distincdo entre uma
infeccdo atual e uma exposicao prévia. Além disso, também é possivel ocorrer reacéo
cruzada com outras espécies de Ehrlichia (DAGNONE; MORAIS; VIDOTTO, 2001).

De outra parte, 0 objetivo do tratamento € dar suporte ao animal e controlar a
multiplicacdo do parasita utlizando-se de farmacos tais como tetraciclinas,
cloranfenicol, dipropionato de imidocarb e amicarbalida. Neste particular, ha autores
gue contestam o uso do dipropionato de imidocarb, alegando que sua administragao
antes ou depois da doxiciclina nédo altera a resposta terapéutica de cdes com EMC
(SAINZ et al., 2000; SOUSA et al.,, 2004). Em contraposi¢do, a administracao de
tetraciclinas, como a doxiciclina € unanime e faz parte do tratamento de erliquiose em
todas suas fases (NEER; HARRUS, 2006).

Do ponto de vista da evolugdo do quadro de erliquiose, frente ao tratamento,
Shipov et al. (2008) sugerem que a contagem total de leucocitos, taxa de hematocrito,
concentracao sérica de potassio e tempo de tromboplastina parcial ativada se revelam

como indicadores prognadsticos facilmente obtidos.

2.2 Gamopatia

Embora a EMC cause les@es renais que podem diminuir ou ocasionar a perda

total da capacidade de funcionamento dos rins (NEER; HARRUS, 2006), sdo poucas



as pesquisas que relacionam a avaliacdo morfofuncional renal com a erliquiose canina
na fase aguda, o que dificulta o entendimento da relacdo entre a fisiopatogénese da
referida doenca com as lesdes glomérulo-tubulares.

Além dos sinais clinicos de erliquiose, ja descritos, o desequilibrio de natureza
imunologica pode levar ao desenvolvimento de glomerulopatias, consequente a
deposicdo de imunocomplexos em nivel glomerular (CODNER; MASLIN, 1992).
Nestes casos, a proteindria se revela como um marco inicial do transtorno renal e de
sua disseminacdo (VADEN, 2004; HEIENE et al., 2007). Destarte, quando se
considera a cronologia do tempo, verifica-se que ha uma resposta imune celular
desencadeada pela presenca do microrganismo. No entanto, tal estimulo do sistema
imune, que tem como fito debelar o parasito, acaba por patentear uma reacéo
inflamatoria que destréi progressivamente os glomérulos e os tubulos renais, levando
a formacao de tecido cicatricial afuncional (BARROS et al., 2006). Com o passar do
tempo, ocorrem hialinizacédo e fibrose das algcas glomerulares, uma vez que séo
obstruidas pela producdo excessiva de elementos da matriz extracelular e, mesmo
gue o estimulo inicial cesse, o trauma sera perpetuado. Portanto, a sequéncia de
eventos acima referida reine os elementos fisiopatoldégicos responsaveis pelo
estabelecimento da doenca renal cronica (LEES, 2004), em caninos acometidos por
erliquiose.

Do ponto de vista da investigacdo da morfofuncionalidade renal, se ha aumento
da carga filtrada, diz-se que a proteinuria tem origem glomerular. Por outro lado,
guando ocorre falha na reabsorcao, subentende-se que a origem € tubular. O grau de
proteindria é leve, sempre que 0s componentes tubulo-intersticiais estdo acometidos,
ja as glomerulopatias levam a um grau de proteindria acentuada. Diante de tais
assertivas fica evidente que a quantificacdo das proteinas na urina auxilia na
localizac&o do tipo de lesdo predominante (POLZIN; OSBORNE, 1995; LEES, 2004).
De qualquer forma, independentemente da origem topografica inicial da leséo renal,
inevitavelmente todos os componentes serdo acometidos na medida da evolugcao do
tempo. Assim, o0 monitoramento da proteinuria é essencial no acompanhamento do
paciente acometido por erliquiose, principalmente, com vistas a resposta terapéutica
(POLZIN; OSBORNE, 1995).
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A infecgéo por E. canis promove aumento na producao de imunoglobulinas, que
podem ser do tipo gama ou beta (KATAOKA; SANTANA; SEKI, 2006). Na erliquiose
canina a alteragédo bioquimica mais comumente encontrada em todas as etapas € a
hiperglobulinemia devido ao aumento de gamaglobulinas, estimulado por antigenos
(HARRUS et al., 1999; BUSH, 2004 ). Gamopatias, tanto mono quanto policlonais,
podem levar a deposicdo de imunocomplexos e sdo facilmente identificadas pela
analise eletroforética das proteinas séricas ou plasmaticas (KATAOKA; SANTANA,
SEKI, 2006), sendo que, de acordo com Harrus et al. (1999), a hipergamaglobulinemia
que ocorre nos pacientes acometidos por EMC é geralmente policlonal.

A gamopatia policlonal caracteriza-se pelo aumento das globulinas do tipo
gama, sendo vista no eletroforetograma como uma zona ampla ou difusa. Tal achado
resulta da heterogenicidade de clones de plasmacitos e linfocitos B, que produzem
uma mistura heterogénea de imunoglobulinas. Mesmo que estejam presentes 0s
isétipos IgM, IgG ou IgA, ha predominio de apenas um deles (ECKERSALL, 2008).
De outra parte, apesar de ocorrer em menor frequéncia na EMC (HARRUS et al.,
1999), a forma monoclonal é caracterizada por picos agudos de imunoglobulinas, que
podem se localizar na regido beta, mas geralmente se limitam a regido gama
(BRAUND; EVERETT; ALBERT,1978).

Segundo Kataoka, Santana e Seki (2006), a hipoalbuminemia decorre da perda
proteica devido a nefropatia ou da diminuicdo relativa de albumina associada a
hiperglobulinemia. Outras hipoteses para essa alteracéo seriam o extravasamento da
proteina para o espaco intersticial, devido a alteracdo da permeabilidade vascular
(LAPPIN, 2006), reducéo da ingestdo de proteinas (SANTAREM, 2003) ou ainda
alguns sinais clinicos presentes em pacientes com EMC como anorexia, hiporexia,
vomitos e diarreia também podem ser responsaveis pela reducéo na sintese proteica
e pela ma absorcéo entérica (BUSH, 2004). Nesses casos, o eletroforetograma das
fracGes globulinicas pode ser conduzido tanto no soro quanto na urina (GIRAUDEL,
PAGES; GUELFI, 2002).

Apesar dos estudos das funcbes renais apresentarem inimeros indicadores
funcionais que se prestam como fatores diagndsticos e progndésticos, ndo ha um unico

teste capaz de avaliar todas elas conjuntamente (FINCO, 1995).



2.3 Eletroforese das proteinas

A eletroforese é um método que separa os diferentes tipos de proteinas séricas
ou plasmaticas por meio da instauracdo de um campo elétrico em pH alcalino,
possibilitando a migracao das fragcoes proteicas em diferentes velocidades, rumo ao
anodo. Em seguida, apds adequada coloracao, as fracdes aparecem como bandas de
intensidade de cor variavel, que sdo escaneadas com auxilio de um densitdmetro
computadorizado e plotadas numa curva eletroforética (THOMAS, 2000;
ECKERSALL, 2008).

No caso do fracionamento das proteinas de diferentes fluidos corporais, a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
€ 0 método mais amplamente utilizado e altamente confiavel (KANEKO, 1997). Dentre
as vantagens do uso do gel de poliacrilamida, incluem-se a auséncia de cargas
elétricas, que faz com que o gel forneca bandas proteicas nitidas, facilitando a
visualizagdo. Ademais, apresenta baixo custo e relativa simplicidade em sua
utilizacao, além de possibilitar a deteccéo de concentracdes proteicas bem baixas, e
propiciar a identificacdo e quantificacdo de 20 a 30 fracdes proteicas (GORDON,
1995). Em termos comparativos, a técnica com auxilio de fitas de acetato de celulose,
ou filme de agarose, consegue reconhecer apenas 5 a 7 proteinas (EDINGER et al.,
1992).

Quando a proteinuria glomerular esta presente, as barreiras de filtracdo sao
lesionadas tanto pela carga quanto pelo tamanho das proteinas. Nesta condi¢cdo, com
0 uso do clearance de globulinas, que permite avaliacdo das proteinas globulinicas
sanguineas e urinarias, € possivel diferenciar a proteinuria seletiva (peso molecular
de 60 a 80 kDa - kilodalton) da nado seletiva (peso molecular acima de 80 kDa)
(SCHAEFER et al., 2011). Neste caso, avalia-se a permeabilidade capilar glomerular
as macromoléculas. Por outro lado, quando esta patente a proteindria tubular, verifica-
se de fato a auséncia de reabsorcdo proteica nos tubulos, o que torna possivel o
encontro de proteinas de baixo peso molecular (GRAUER, 2005; BARROS et al.,
2006).

No que concerne a resposta inflamatoria de fase aguda, ela apresenta trés

grandes caracteristicas e é desencadeada logo que a injuria tecidual € instalada.
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Primeiramente, trata-se de uma resposta extremamente rapida, que se desenvolve
antes da estimulacéo da resposta imune especifica e, muitas vezes, antes mesmo do
aparecimento dos sinais clinicos. Em segundo lugar, trata-se de um fenémeno de
defesa com elevada inespecificidade, ja que se desenvolve secundariamente a
numerosas e diferentes condi¢cdes que levam a injuria tecidual. E, por ultimo, a
producado e reposta das proteinas de fase aguda (PFA) é espécie-especifica. Deve
ser ressaltado que a resposta de fase aguda traduz o esforgco empreendido pelo
organismo para recuperacao da homeostasia e eliminacéo da causa do desequilibrio
(CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005). Em decorréncia de tal esforco,
h&d o desencadeamento de efeitos sistémicos tais como hipertermia, elevacdo do
cortisol sanguineo, leucocitose, reducdo nas concentracdes de tiroxina, ferro e zinco,
alteracdes metabdlicas e, inclusive, nas concentracdes de proteinas plasmaticas, ou,
PFA (ECKERSALL, 2000).

Entdo, quando uma PFA tem sua concentragdo aumentada no soro ou no
plasma, em face de um desequilibrio da homeostase, ela € denominada proteina de
fase aguda positiva (ai-antitripsina, ai-glicoproteina acida, ceruloplasmina e
haptoglobina). Porém, quando a referida concentracdo esta diminuida ela é
denominada proteina de fase aguda negativa (pré-albumina, albumina e transferrina)
(GRUYS; OBWOLO; TOUSAINT,1994; KANEKO, 1997; ECKERSALL, 2008). Outra
caracteristica importante das PFA é o fato de se subfracionarem em cadeias alfa (a),
beta (3) e gama (y), de acordo com seu peso molecular e densidade de cargas
(MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004; PETERSEN; NIELSEN; HEEGAARD, 2004;
CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005).

A ai-antitripsina e a ai-glicoproteina acida representam as proteinas da cadeia
a1. Elas elevam-se rapidamente logo apés a infeccéo ou injaria tecidual, no entanto,
sua concentracdo € rapidamente normalizada ap0s cessacdo do estimulo. Ja as
proteinas de cadeia a2 (ceruloplasmina, haptoglobina, az2-macroglobulina e amiloide A
sérica) ttm como caracteristica 0 aumento de sua concentracdo mais tardiamente,
porém seus niveis permanecem elevados por varias semanas (KANEKO, 1997;
MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004; CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-
SUBIELA, 2005).
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As proteinas que integram a fracdo 3 (hemopexina, ferritina, fibrinogénio,
proteina C reativa e amiloide A sérica) apresentam um perfil de elevacédo entre sete a
dez dias, ap0s o inicio do estimulo inflamatério, e suas concentragbes podem
continuar elevadas por varias semanas (KANEKO, 1997; MURATA; SHIMADA,;
YOSHIOKA, 2004).

A fracado y do tracado eletroforético compreende as imunoglobulinas (IgA, IgM,
IgG e IgE). Essas proteinas sao sintetizadas por células do sistema imunolégico
guando ha um estimulo antigénico, principalmente viral (KANEKO, 1997; MURATA;
SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

Tais proteinas sdo consideradas indicadoras de prognostico, j& que séo de
fundamental importancia para revelar precocemente doencas subclinicas ou
alteracdes fisioldgicas do organismo, além de atuarem como instrumento no manejo
do paciente e acompanhamento do tratamento (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-
SUBIELA, 2005).

A imunoglobulina A (IgA), € uma proteina com peso molecular 139 kDa
encontrada em altas concentracdes em doencas infecciosas (KANEKO, 1997). Atua
como anticorpo originario de células secretorias do trato intestinal e dos pulmdes, e
caracteriza-se por apresentar capacidade de neutralizar virus e prevenir aderéncias
de bactérias aos tecidos alvo (GERSHWIN, 2008). De acordo com Jain (1993), a
lagrima, saliva, secrecdes respiratérias, gastrintestinais e genitourinarias de muitas
espécies animais contém IgA. Desta forma, atribui-se-lhe a funcdo de defesa
localizada e protecao de varias superficies do corpo contra invasao bacteriana e viral
a essa proteina.

A ceruloplasmina (125 kDa) apresenta concentracdes elevadas nos processos
inflamatdrios, infecciosos, virais e parasitarios. J4, sua diminuicao ocorre apos o parto,
desnutricdo, deficiéncia na absorcdo de nutrientes, nefrose e moléstias infecciosas
associadas a intoxicacédo por cobre (JAIN, 1993). Desempenha importante funcéo no
transporte de cobre necessério para manter e cicatrizar feridas, além de favorecer a
producéo de colageno. Também protege células e tecidos contra compostos oxidantes
gerados por fagécitos durante a batalha contra microrganismos, além de diminuir o
compartimento de neutréfilos marginais (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-
SUBIELA, 2005).
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A transferrina € uma glicoproteina de peso molecular 79 kDa, considerada uma
PFA negativa, assim como a albumina, e suas concentracfes séricas tendem a
diminuir diante de um processo inflamatério (KANEKO, 1997). Trata-se de
glicoproteina de sintese hepatica, que tem como funcdo o transporte de ferro
plasmatico, e que cujo aumento da concentracdo plasmatica esta relacionado a
deficiéncia de ferro (NAOUM; CERON; DOMINGOS, 1999). Naquelas situagdes, nas
guais o organismo € invadido por microrganismos, a absorcdo de ferro intestinal é
interrompida e a interleucina-1 estimula a secrecao de transferrina e haptoglobina
pelos hepatdcitos, aumentando a incorporacédo de ferro no figado. Desta forma, ha
reducdo na disponibilidade de ferro e, portanto, a invasao bacteriana € retardada
(TIZARD, 2008). Isso explica sua atividade antibacteriana e antiviral (JAIN, 1993).

A albumina (69 kDa) € a primeira proteina a migrar em direcdo ao anodo, na
consecucao da eletroforese, em caes higidos. Em condi¢des de higidez, € a proteina
gue apresenta maior concentragdo plasméatica, correspondendo a 60% da
concentracéo total de proteinas. Dentre suas funcfes destacam-se a manutencao da
presséao coloidosmatica e o transporte de substancias como acidos graxos, colesterol,
bilirrubina, 6xido nitrico e outros ions (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Devido ao
fato de ser uma PFA negativa, a diminuicdo de sua concentracdo é de dificil
interpretacdo, pois também é afetada pelo estado nutricional, mecanismos de perdas
proteicas e diminuicdo de sua sintese (ECKERSALL, 2008).

A imunoglobulina G (IgG) apresenta as subunidades de cadeia leve (35 kDa) e
cadeia pesada (58 kDa). As cadeias pesadas de IgG sédo conhecidas como cadeias
gama e sao Unicas para IgG (GERSHWIN, 2008). Trata-se da classe de anticorpos
com maior concentracdo no soro. Sao responsaveis pela imunidade humoral do
organismo e desempenham atividades como opsonizacao, aglutinacéao e fixacao do
complemento (JAIN, 1993).

A ai-antitripsina (AAT) (60 kDa) apresenta como sua principal funcdo a
neutralizacdo das atividades de enzimas proteoliticas, no decorrer do processo
inflamatdrio agudo. Devido a esta caracteristica, sua sintese € estimulada durante a
resposta inflamatéria aguda (NAOUM; CERON; DOMINGOS, 1999).

A haptoglobina € uma glicoproteina de peso molecular 45 kDa (KANEKO,

1997). A referida proteina se liga a hemoglobina livre (toxica e pré-inflamatoria) no
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plasma. Este complexo € fagocitado por células do sistema mononuclear fagocitario
diminuindo o dano oxidativo associado com a hemolise (MURATA; SHIMADA,
YOSHIOKA, 2004). De acordo com Kogika et al. (2003), sua concentragdo aumenta
em processos inflamatérios agudos, estresse, apd6s o0 tratamento com
glicocorticoesteroides, e, algumas vezes, em processos neoplasicos recentes. Por
outro lado, diminui em sindromes hemoliticas podendo ser utilizada como um indice
sensivel nos estados hemoliticos (NAOUM; CERON; DOMINGOS, 1999; YANG et al.,
2003).

A ai-glicoproteina &acida (AAG) tem peso molecular por volta de 40 kDa
(ECKERSALL, 2008). O fato desta proteina elevar-se lentamente, no soro, e manter
sua concentracao elevada por tempo prolongado é uma caracteristica vantajosa na
investigacdo de AAG, no estudo da fase aguda da inflamacao, podendo fornecer
informagbes de como ela reage na transicdo da fase aguda para crbnica
(HORADAGODA et al, 1999). A concentracdo sérica da AAG é alterada
significativamente apds um processo inflamatério (CONNER et al., 1989) ou
infeccioso, sendo utilizada como parametro de eleicdo para avaliagdo do processo
agudo (KOGIKA et al., 2003). De outra parte, trata-se de uma fragao proteica que se
liga a grande parte das drogas bloqueadoras e antiarritmicas (DELLO et al., 1988).
Este fato favorece o acompanhamento e manutencéo da prescrigdo de tais farmacos
durante a resposta de fase aguda, mesmo quando a principal proteina carreadora
(albumina sérica) diminui sua concentracdo (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA,
2004). Porém, a desvantagem reside na alteracdo da farmacocinética dos referidos
bloqueadores e antiarritmicos, ja que a concentragdo plasmatica de tais farmacos
livres, pode diminuir se houver um aumento na concentragdo de AAG durante a
resposta de fase aguda (IKENOUE et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Neste ensaio, objetivou-se avaliar, por meio do eletroforetograma sérico e urinario,
as possiveis alteracdoes precoces glomérulo-tubulares encontradas em cdes com
erliquiose na fase aguda, atendidos junto ao Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia - UFU e Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da
FCAV/UNESP, Campus Jaboticabal.

3.2 Objetivos especificos
e Analise epidemiolégica da populagdo amostral,
e Andlises hematoldgicas,
e Andlises bioquimico-séricas,
e Andlises bioquimico-urinarias,
e Urindlise,
e Avaliacdo eletroforética das proteinas de fase aguda no soro,

e Avaliacéao eletroforética das proteinas de fase aguda na urina.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nas dependéncias dos Hospitais Veterinarios da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU e do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel” da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

4.1 Animais

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal (protocolo
12544/14).

Ao final do estudo foram avaliados 63 cées, e dentre esses, foram selecionados
42 segundo os critérios de inclusé@o, atendidos junto ao Setor de Clinica Médica de
Pequenos Animais dos Hospitais Veterinarios da Universidade Federal de Uberlandia
— UFU e do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP, Campus
de Jaboticabal, distribuidos em dois grupos experimentais, como a seguir:

= Grupo Controle (GC): o grupo controle constituiu-se de 18 caes sadios, de
guaisquer géneros, racas e idade, cujo bom estado de saude foi aquilatado com
base em exames clinicos gerais e laboratoriais de rotina, de acordo com as
normas de atendimento médico veterinario adotadas pelo Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP, Jaboticabal — SP.
= Grupo Doente (GD): o grupo doente constituiu-se de 24 cées com erliquiose
na fase aguda, de quaisquer géneros, racas e idade. Estes animais
apresentaram obrigatoriamente moérula de E. canis ao esfregaco sanguineo,

além de ser observado DNA de Ehrlichia canis por meio da técnica da nPCR e

exibirem resultados positivos na pesquisa de anticorpos anti-Ehrlichia canis da

classe IgG. Por outro lado, foi condi¢cdo obrigatoria que todos os cdes deste
grupo fossem negativos para deteccdo de DNA de Babesia spp. pela técnica
da nPCR, além de exibirem sorologia negativa na pesquisa de anticorpos anti-

Leptospira spp. das classes IgG e IgM. O diagnostico para a enfermidade foi

firmado no ambito dos servicos competentes e por profissionais experientes e
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gualificados. Os animais do referido grupo foram alocados junto ao Hospital

Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia - UFU, Uberlandia - MG.

4.2 Obtencao das amostras de soro e de urina

Colheram-se 10 mL de sangue, de cada unidade experimental, por venopungao
jugular externa, utilizando-se o sistema Vacutainer® em frascos com EDTA e sem o
referido anticoagulante, cujos tubos foram previamente identificados, sendo 2 a 3 mL
de sangue para a obtencdo do hemograma e 7 a 8 mL destinados a obtencdo das
variaveis bioquimico-séricas. As aliquotas de soro foram obtidas apés centrifugacao
do sangue, a 800 x g durante 5 minutos, transferidas para microtubos do tipo
Eppendorf em subaliquotas de cerca de 2 mL e mantidas a -20°C até o momento das
andlises laboratoriais.

As amostras de urina foram obtidas por miccdo espontanea ou cateterizacao
vesical, com auxilio de sondas uretrais de tamanhos apropriados para cada animal.
Apos a centrifugacéo, aliquotas do sobrenadante foram acondicionadas e mantidas a
-20°C até o momento das analises eletroforéticas.

4.3 Esfregaco de ponta de orelha

Para realizacdo do esfregaco de ponta de orelha foram conduzidas,
primeiramente, tricotomia e antissepsia da regido do pavilhdo auricular externo a ser
puncionado. Posteriormente, foi efetuada puncéo de um capilar auricular com auxilio
de agulha hipodérmica estéril (25x7mm). A amostra de sangue foi obtida com auxilio
de um tubo microcapilar. Foram confeccionados esfregacos sanguineos sobre
laminas limpas e desengorduradas, a seguir corados com Rosenfeld modificado
(Figura 1). Ato continuo, apés secagem dos esfregacos corados, pesquisaram-se
morulas de Ehrlichia canis e outros possiveis parasitas em toda a extensdo da lamina,
utilizando-se de objetiva de imersdao (100X) (FERREIRA NETO; VIANA;
MAGALHAES, 1982).
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Figura 1. llustracdo do procedimento adotado para a realizacdo da técnica de
esfregaco de ponta de orelha. (1A) Tricotomia e antissepsia do pavilhdo
auricular externo com algoddo embebido em alcool 70°. (1B) Puncédo do
capilar auricular externo com uma agulha hipodérmica estéril (25x7mm).
(1C) Sangue obtido da puncédo. (1D) Coleta da amostra de sangue com
auxilio de um tubo microcapilar. (1E) Deposicdo da amostra de sangue em
lamina estéril. (1F) Posicionamento da laminula para a confec¢do do
esfregaco sanguineo. (1G) Esfregaco sanguineo pronto. Jaboticabal, 2015.
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4.4 Avaliacdo do quadro hematoldgico, bioquimico e urinario

As analises laboratoriais hematoldgicas, bioquimicas e urinarias foram
realizadas no laboratério de Patologia Clinica Veterinéria “Prof. Dr. Joaquim Martins
Ferreira Neto” do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal, SP e no Laboratorio Clinico do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

4.4.1 Hemograma

As contagens globais de hemacias, leucécitos e plaguetas, taxa de
hemoglobina e hematdcrito, foram obtidos com o auxilio de um contador automatico
de célulast. As férmulas leucocitarias relativa e absoluta, bem como a avaliacédo
morfologica das células do sangue, especialmente dos eritrocitos, foram conduzidas
a partir de esfregacos sanguineos corados com uma mistura de May-Grunwald-
Giemsa (MGG).

4.4.2 Biogquimica sérica e urinéaria

As amostras de soro foram processadas para determinac&o de concentragdes
de creatinina (método de Jaffé modificado), ureia (método enzimatico), alanino
aminotransferase (método Reitman e Frankel), proteina total (método biureto),
albumina (método verde de bromocresol), célcio (reacdo cromogénica com
cresolftaleina complexona), fosforo (método de Daly e Ertingshausen modificado),
fosfatase alcalina (método da hidrélise da timolftaleina em meio alcalino) e globulina
(subtracdo do teor sérico de albumina daquele de proteina total). Tais variaveis
bioguimicas foram estudadas segundo preceitos do sistema Labtest® para analises
laboratoriais em bioguimica-clinica, e leituras em espectrofotdmetro semiautomatico?.

Com relacéo as variaveis bioquimicas ensaiadas a partir de amostras de urina,

foram determinadas as concentracfes de creatinina (método de Jaffé modificado) e

L ABC Vet — HORIBA ABX — S0 Paulo-Brasil
2 Labquest — Labtest Diagndstica — Lagoa Santa — MG — Brasil
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proteina (método vermelho de pirogalol — kit Sensiprot®). Da mesma maneira que para
as provas bioguimico-séricas, utilizou-se do sistema Labtest®, com leituras realizadas
em espectrofotbmetro semiautomatico.

Para os célculos da razdo proteina/creatinina - UP/C urinaria utilizou-se a

formula:

UP/C = UPt (mg/dL)
Ucr (mg/dL)

*Sendo: UP/C a razao proteinas creatinina urinaria, UPt a concentracdo urinaria das

proteinas e UCr a concentracdo urinaria de creatinina.

Neste estudo, os caes foram classificados de acordo com o sistema de
subestadiamento de proteinuria da IRIS (2009) como: ndo proteinurico (UPC <0,2),
proteinudrico borderline/limitrofe (UPC 20,2 ou <0,5) ou proteinarico (UPC >0,5).

4.4.3 Aspectos fisico-quimicos e sedimentoscoépicos da urina (urinalise)

O exame fisico da urina foi realizado por meio da observacdo macroscopica. A
densidade urinaria foi mensurada em refratbmetro digital* e os aspectos quimicos
foram mensurados por meio de tiras reativas de urina®. A quantidade de proteinas foi
verificada por meio de kit de fitas reativas. Trata-se de um método amplamente
utilizado na rotina clinica, devido ao seu baixo custo e simples utilizacdo. Para a
sedimentoscopia, as amostras foram centrifugadas® a 800 x g durante cinco minutos,
sendo o sobrenadante reservado para determinacdo da UP/C e o sedimento para

confeccgao da lamina.

3 Labtest Diagnodstica - Lagoa Santa - MG - Brasil

4 Refratdmetro de Mesa - UGI (1,000 - 1,050) - Atago - Toquio - Japao

5 Combur 10 Test UX® - Boehringer Mannhein S.A. - Buenos Aires - Argentina
6 Centrifuga Excelsa Baby II, Modelo 206 — R FANEM® - S&o Paulo - Brasil
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A preparacdo em lamina foi analisada a fresco, a microscopia O6ptica’,
empregando-se objetiva seca (40X) para realizacdo das contagens de cada tipo de

elemento figurado, por campo.

4.4.4 Eletroforese de proteinas séricas e urinarias

A eletroforese das proteinas séricas e urinarias foi realizada a partir das
amostras do Grupo Doente e do Grupo Controle. Tal técnica foi efetuada segundo a
rotina do Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria da FCAV/UNESP, Céampus de Jaboticabal, SP. O fracionamento
eletroforético foi realizado segundo a técnica descrita por LAEMMLI (1970)
modificada, utilizando-se o sistema vertical de eletroforese®.

A polimerizacdo do gel foi possivel pela adicdo de tetrametiletilenodiamina
(TEMED)?® e persulfato de aménia a 10%.

A placa contendo o gel foi colocada em suporte apropriado® em contato com
uma cuba superior contendo solucédo tampao constituida de tris-base, glicina, dodecil
sulfato de sodio (SDS) e agua destilada estéril suficiente para completar um litro de
solucéo (Apéndice C). As placas foram preenchidas com o gel de separacdo a 10% e
gel de empilhamento a 4%. As amostras para o fracionamento das proteinas foram
preparadas utilizando-se 10 pyL de soro sanguineo diluidos em 30 pL de tampao-
fosfato (PBS) e 20 pL de gel mix. Posteriormente, foram aquecidas sobre agua em
ebulicdo por 10 minutos. Uma aliquota de 5 pL das referidas amostras foi depositada
no fosso do gel.

A placa foi colocada em suporte apropriado, em contato com solucéo tampéo e
submetida a corrente elétrica de 20 mA, em fonte adequada. Terminada a separacao,
o gel foi corado durante duas horas em solucéo de azul de comassie 0,2%, no agitador
horizontal, para uma coloracdo uniforme e, em seguida, retirado o excesso de corante

com solucao descorante (Apéndice C), até que as fracdes se apresentassem nitidas.

" Microscopio Nikon Eclipse — E 200, Nikon Corporation , Tdquio, Japdo
8 PROTEAN Il XI, VERTICAL ELETOPHORESIS CELLS®, BIO-RAD
% Sigma, ST. Louis-MO, Estados Unidos da América

10 Fotodyne, Fotodyne Inc, Houston, TX, EUA



20

Os pesos moleculares e as concentracfes das fracdes proteicas foram
determinados por densitometria computadorizada'! por meio do escaneamento dos
géis das amostras. Para a identificacdo das proteinas foram utilizados marcadores®?
de pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29 e 20 kDa, além das proteinas
purificadas albumina, ai-antitripsina, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina e 1gG.
Para a avaliagéo densitométrica das bandas proteicas confeccionaram-se curvas de
referéncia a partir da leitura do marcador padrao.

A metodologia para realizacdo da eletroforese das proteinas urinarias foi a
mesma, porém, antes de serem utilizadas, as amostras passaram pelo processo de
liofilizagdo no Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular, do Departamento de
Tecnologia da FCAV/UNESP. Aliquotas de 1000 uL de cada amostra de urina foram
transferidas para tubos Falcon de 15 mL e congeladas a temperatura de -18°C. As
amostras foram assim inseridas no liofilizador'3. O processo de liofilizacdo ocorreu
durante 48 horas, a -40°C e 4 atm de pressédo. O produto final foi ressuspendido com
100 uL de PBS e centrifugado durante 10 minutos ao final do processo. Foram
utilizados 50 uL do sobrenadante de cada amostra e 20 pL de gel mix (corante). Foram
levadas para o aquecimento, como descrito anteriormente e, a partir dai, 0 processo

foi semelhante aquele aplicado ao soro dos animais.

4.5 Avaliacédo sorologica e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As andlises sorologicas e as de PCR foram realizadas nas amostras de soro
dos animais, e seguiu-se os critérios de avaliacdo explicitados no item 4.1, para incluir

caes no Grupo Controle ou Grupo Doente.

4.5.1 “Dot-ELISA” para deteccgao de anticorpos anti-Ehrlichia canis

Os testes utilizados para deteccao de anticorpos anti-Ehrlichia canis da classe

IgG foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim

11 Shimadzu CS-9301, Shimadzu Corp., Kyoto-Japdo
2 SIGMAMARKER™, wide range, 6,5 a 200 kDa, Sigma,Aldrich Biotechnology LP
13 Savant, Super Modulyo, EUA
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Martins Ferreira Neto” da FCAV/UNESP empregando-se kit'* comercial. Utilizou-se a
metodologia empregada e descrita pelo fabricante, a qual considera titulos positivos

(reagentes) acima de 1:80.

4.5.2 Técnica soroldgica para deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-leptospira

canina

Os testes utilizados para deteccéo da presenca de anticorpos anti-Leptospira
spp. nos soros caninos foram também realizados nas dependéncias do Laboratoério
de Patologia Clinica Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” da
FCAV/UNESP por meio de kits comerciais especificos para deteccdo de IgM*® e IgG16

seguindo as informacgdes do fabricante.

4.5.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para Ehrlichia canis e Babesia spp.

As técnicas de PCR foram realizadas conforme as orientacdes e rotina do
Laboratério de Imunoparasitologia Veterinaria do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ/UNESP, Campus de
Botucatu, SP, nas quais a extracdo do DNA de amostras do sangue total foi realizada

empregando-se a nested PCR para deteccéo de Ehrlichia canis e Babesia spp.

4.6 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste t student para amostras
independentes com o intuito de verificar possiveis diferencas entre os animais do
Grupo Controle e aqueles acometidos por erliquiose na fase aguda (GD). No caso em
gue a homogeneidade néo foi satisfeita, aplicou-se a correcdo de Welch para o teste
t student (PETRIE; WATSON, 2007). As variaveis que tiveram distribuicdo né&o

paramétrica ou ndo Gaussiana foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney. Para

4 Immunocomb®, Biogal, Israel
15 Test-IT™ Leptospira canine IgM, JMR Trading LTDA, Paran4, Brasil
6 Immuno Comb Leptospira canina 1gG, JMR Trading LTDA, Paran4, Brasil
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cada varidvel observada no experimento foram apresentadas as estatisticas
descritivas referentes a média e erro padrdo de média. Para todos os efeitos
considerou-se o nivel de significancia de p<0,05.

Os resultados deste trabalho foram obtidos por meio do programa GraphPad
Prism!’, com excecdo da analise urinaria, a qual foi processada pelo programa R18,

por meio do teste Qui-Quadrado.

7 versdo 4.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA
18 R version 3.1.2 Copyright © 2014. The Foundation for Statistical Computing Platform, Pennsylvania, USA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados epidemiolégicos da populagdo amostral

O Grupo Controle (GC) compbs-se por sete fémeas (38,9%) e onze machos
(61,1%). Dezesseis animais (88,9%) ndo possuiam raca definida, um pertencia a raca
Pastor Alemédo (5,6%) e um era da raca Fila Brasileiro (5,6%). As parcelas
experimentais apresentaram idades que variaram entre 4 meses a 10 anos, sendo
gue 55,6% encontraram-se na faixa etaria de 7 meses a 2 anos.

O Grupo Doente (GD) constituiu-se por quinze fémeas (62,5%) e nove machos
(37,5%). Os resultados mostram ocorréncia significativamente mais alta em fémeas
com EMC, e, embora ndo seja o0 objetivo do estudo, esses dados corroboram com a
literatura nacional descrita por Moreira et al. (2003) e Borin, Crivelenti e Ferreira
(2009), em que 61,5% e 61,1% dos cées acometidos pela doenca pertencem ao sexo
feminino, respectivamente.

Os principais sinais clinicos e alteracfes observados ao exame fisico nos caes
portadores de morulas de Ehrlichia spp. estdo ilustrados na Figura 2 e foram
semelhantes aos descritos na literatura (WANER et al., 1999; MOREIRA et al., 2003;
FARIA, 2006; BORIN; CRIVELENTI; FERREIRA, 2009; MUNHOZ, 2009).
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Figura 2. Principais sinais clinicos e alteracdes observados ao exame fisico nos caes
portadores de morulas de Ehrlichia spp (GD). Jaboticabal, 2015.



24

Outros sinais que apareceram em menor frequéncia foram oligodipsia,
dificuldade locomotora dos membros posteriores, tosse, dispnéia, Ulcera de cOrnea e
epistaxe. Cada uma destas variaveis apresentou um caso (4,2%). Um dado
importante, e surpreendente, € que 62,5% dos proprietarios informaram que os caes
nao tiveram contato com carrapatos, o que também foi observado no estudo de Borin,
Crivelenti e Ferreira (2009).

Os critérios adotados para inclusdo dos cédes no Grupo Doente foram o
encontro de mérulas por meio da técnica do esfregaco sanguineo e a deteccéo do
DNA de E. canis pela técnica da nPCR. No entanto, estudos mostram que nem sempre
a incluséo intracitoplasmatica é encontrada com facilidade. Segundo Nakaghi et al.
(2008), apenas 3,3% dos animais pesquisados foram positivos ao exame do esfregaco
sanguineo, numero inferior ao encontrado no estudo de Borin, Crivelenti e Ferreira
(2009), no qual 5,7% dos cées apresentaram morula de Ehrlichia spp.

E importante salientar que nem todos os animais positivos ao esfregaco
sanguineo apresentam o mesmo resultado por meio da nPCR, como mostrou o estudo
de Albernaz et al. (2007). O contrario também é valido, ja que no ensaio de Nakaghi
et al. (2008), dos 30 animais analisados, apenas um foi positivo para a técnica de
esfregaco sanguineo, enquanto dezesseis positivaram ao teste de PCR. Para
Mylonakis et al. (2003), uma possivel explicacdo seria a dificuldade imposta ao
encontro de morulas e inclusdes citoplasmaticas em leucécitos. E sabido que a técnica
de pesquisa de morula em esfregaco sanguineo pode apresentar resultados inferiores
agueles obtidos por meio de outras técnicas de diagnéstico. Também é importante
levar em consideragdo a fase da doenca, ja que as infec¢gdes subclinicas e cronicas

apresentam baixa parasitemia (CASTRO et al., 2004).

5.2 Hemograma

ApOs a obtencéo e analise das variaveis eritroleucométricas, verificou-se haver
diferenca significativa entre os grupos estudados no que concerne a contagem global
de hemécias, hemoglobina, hematdcrito, contagem global de leucdcitos, valores

absolutos de eosinofilos, neutréfilos bastonetes, segmentados e contagem global de
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plaguetas. Valores absolutos de linfocitos (p=0,68) e mondcitos (p=0,12) ndo variaram

entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Estatistica descritiva (média + erro padrdo da média) e valores de P do teste
t student para contagem global de hemacias, hemoglobina, hematdcrito,
contagem global de leucdcitos, valores absolutos de eosindfilos, neutrofilos
bastonetes e segmentados, linfocitos, mondécitos e contagem global de
plaquetas dos animais do Grupo Controle (GC) e dos caes com erliquiose
(GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Valores
Parametros GC GD
de P
Hemacias® (x10°/uL) 6,39+0,232 5,00+0,35" 0,002
Hemoglobina® (g/dL) 15,04+0,46 2 10,47+0,76° <0,0001
Hematoécrito® (%) 43,91+1,192 31,43+2,12°b <0,0001
Leucdcitos totais’
9,41+0,482 6,95+0,64 P 0,004
(x103/pL)
Eosinofilos® (/uL) 836,6+180,52  152,7+46,0° 0,002
Neutrofilos
. 4,22+4,222 425,6+138,1°  <0,0001
bastonetes (/uL)
Neutréfilos
5.871+394,6 2  3.740+447,1° 0,001
segmentados(/uL)
Linfocitos (/uL) 2.033+230,6@ 2.173+238,52 0,68
Monécitos’ (/uL) 442,2450,432 462,5+129,12 0,12
Plaquetas (x103/uL) 276,3+12,782 90,13+12,43°  <0,0001

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).! Valores submetidos ao
teste de Mann-Whitney para atender aos padrdes de homogeneidade das amostras. 2 Valores ndo paramétricos

submetidos a corregao de Welch.

De acordo com Woody e Hoskins (1991), Moreira et al. (2003), Waldemarin et
al. (2003) e Greene (2006), a erliquiose canina leva a alteracbes hematoldgicas, como
foi observado por meio da avaliacdo das médias obtidas para hemacias, hematdcrito
e hemoglobina (Tabela 1 e Figura 3), permitindo constatar a anemia em 79,1% dos
cées do GD. Este resultado assemelha-se com aquele encontrado por Borin, Crivelenti
e Ferreira (2009), em que 82,3% dos animais com EMC também apresentaram quadro

de anemia. De acordo com Moreira et al. (2003), a atuacdo do sistema monocitico-
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fagocitario, a lise celular pela acdo do sistema complemento e a supressdo da

eritropoese na medula O0ssea sdo algumas das possiveis causas para quadros
anémicos.
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Figura 3. Contagem global de hemacias, concentragcdo de hemoglobina e valores de
hematocrito dos animais do Grupo Controle (GC) e dos caes com erliquiose
(GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Os resultados obtidos para as variaveis leucocitarias do Grupo Doente
apresentaram média (Tabela 1 e Figura 4) dentro dos padrbes de normalidade
(Apéndice A), no entanto 41,7% dos cées com erliquiose na fase aguda apresentaram
leucopenia. Este resultado € superior aqueles descritos por Moreira et al. (2003),
Waldemarin et al. (2003), Mendonca et al. (2005) e Borin, Crivelenti e Ferreira (2009).
De acordo com Harrus et al. (1999), Meneses et al. (2008), Harrus e Wanner (2011) e
Rondelli (2012), a leucopenia € um achado marcante no hemograma de animais
infectados por E. canis nas fases aguda e crbnica, e normalmente vem acompanhado
de trombocitopenia moderada a severa. Segundo Santarém (2003), tal achado
decorre do sequestro e destruicdo dos leucocitos como uma resposta inflamatoria a

infeccdo pela Ehrlichia spp., que tende a desaparecer com o tempo. A contagem
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global dos leucécitos encontrou-se dentro dos padrdes de normalidade para a espécie
canina em 58,3% dos animais do GD. Estes resultados condizem com os achados de
Waldemarin et al. (2003) e Borin, Crivelenti e Ferreira (2009).

p=0,004

=

(=

o
J

™
(<]
1

g
(/]
1

Leucécitos totais (x10%uL)
o
[==]
'l

0.0 T T
GC GD

Figura 4. Contagem global de leucdcitos dos animais do Grupo Controle (GC) e dos
caes com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Do total de animais positivos para E. canis, 66,7% apresentaram eosinopenia
(Figura 5), tal qual relatado nos trabalhos de Sousa (2006), Albernaz et al. (2007) e
Borin, Crivelenti e Ferreira (2009), porém em outras propor¢des. Esta alteracao
leucocitaria € um achado importante para a doenca na fase aguda, porém seu
mecanismo nao esta bem esclarecido. Existe a possibilidade dos eosindfilos sofrerem
lise intravascular, sequestro reversivel por 6rgaos do sistema monocitico fagocitario e
migracéo para os tecidos (MENDONCA et al., 2005; ALBERNAZ et al., 2007).
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Figura 5. Valores absolutos obtidos para eosinéfilos em animais do Grupo Controle
(GC) e caes com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.
Foi observado desvio nuclear de neutrofilos a esquerda (DNNE) em 25% dos

cées deste estudo (Figura 6). Este achado corrobora com os de Waddle e Littman
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(1988), que encontraram aumento do numero de bastonetes em 26% dos animais, e
diferem dos de Mendonca et al. (2005) e Borin, Crivelenti e Ferreira (2009), que
encontraram esta alteracdo em 50,46% e 67% dos animais verificados,
respectivamente. Possivelmente, o DNNE ocorre devido & migracdo, sequestro e
destruicdo de leucdcitos nos o6rgaos e tecidos onde acontece a multiplicacdo do
agente, vasculite e focos de inflamacédo (MENDONCA et al., 2005).

=

" p<0,0001 3 7000 p=0,001
i ___9<0.0001 = :
2 — @ 6000 = e
B 2 o

< c
g S 4000 —1
= o
i :
o
2 8 2000- %
£ 1004 5 1000 r
é 0 L) T E E - l:':‘ ':'

2 GD z GC GD

Figura 6. Valores absolutos obtidos para neutrofilos bastonetes e segmentados em
animais do Grupo Controle (GC) e em cées com erliquiose (GD) na fase
aguda. Jaboticabal, 2015.

Dos 24 caes doentes, somente dois (8,3%) apresentaram linfopenia. Estes
resultados séo inferiores aqueles encontrados por Mendoncga et al. (2005), Sousa
(2006) e Albernaz et al. (2007). De acordo com Mendonca et al. (2005), a lise ou
sequestro dos linfécitos pelos tecidos, principalmente o tecido linfoide, leva a
diminuigédo na contagem de linfécitos.

A monocitopenia foi encontrada em 16,7% dos animais do GD. Esta contagem
baixa de mondcitos também foi encontrada nos trabalhos de Sousa (2006) e Borin,
Crivelenti e Ferreira (2009), com 15,38% e 12,81%, respectivamente. A baixa
frequéncia dos cdes com esta alteracdo confirma que a monocitopenia € um achado
insignificante no leucograma (WEISER, 2007).

A trombocitopenia é considerada a alteracdo hematoldgica mais comum em
cées infectados por E. canis (ALMOSNY, 2002; MOREIRA et al., 2003; ETTINGER,;
FELDMAN, 2004 ). Neste trabalho, observou-se trombocitopenia em 95,8% dos caes

pertencentes ao Grupo Doente (Figura 7), corroborando os trabalhos de Wadlle e
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Littman (1988), Mendonca et al., (2005), Borin, Crivelenti e Ferreira (2009), Munhoz
(2009), Rondelli (2012) e Alves (2013). A diminuicdo na concentracdo de plaquetas
no sangue de caes com erliquiose aparece em todas as fases da doenca, diferindo,
apenas, com relacdo ao mecanismo ensejador. Na fase aguda, a trombocitopenia se
deve ao aumento do consumo ou sequestro esplénico das plaquetas; ja na fase
cronica, ocorre aplasia medular. Fatores inflamatorios e imunologicos também podem
ser responsaveis pelo consumo e destruicdo das plaguetas (SOUSA, 2006; BAKER,
2007).
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Figura 7. Valores médios obtidos para contagem global de plagquetas em animais do
Grupo Controle (GC) e em caes com erliquiose (GD) na fase aguda.
Jaboticabal, 2015.

No entanto, esta alteracdo hematoldgica ndo deve ter um peso decisivo no
diagnéstico. De acordo com Santos et al. (2009), 53,3% dos animais que compuseram
seu estudo foram positivos para E. canis, com auxilio da técnica nPCR, mas, 46,7%
dos cées trombocitopénicos ndo apresentaram o parasita. Tais dados comprovam que
animais nao trombocitopénicos podem ser positivos na PCR para erliquiose (BULLA
et al., 2004) e que é impossivel confirmar diagndéstico para EMC baseando-se apenas
na diminuicdo numérica das plaquetas.

Neste ensaio, apenas um (4,2%), dos vinte e quatro caes positivos para
erliquiose na fase aguda, apresentou trombocitose. Sousa (2006) encontrou resultado
semelhante em seu experimento, em que um dos treze animais positivos na PCR para
E. canis apresentou trombocitose. Achado que nao fornece subsidios a qualquer juizo
de concluséo.



30

5.3 Bioquimica sérica

Os valores de estatistica descritiva das variaveis bioquimico-séricas

encontram-se nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Estatistica descritiva (média * erro padréo da média) e valores de P do teste
t student da concentracdo sérica de creatinina, ureia, fosforo e calcio dos
animais do Grupo Controle (GC) e dos cdes com erliquiose (GD) na fase
aguda. Jaboticabal, 2015.

Valores de
Parametros GC GD 5
Creatinina
1,11+0,05 2 0,81+0,06 0,0004
(mg/dL)

Ureia (mg/dL) 31,8+2,82 33,25+3,18 2 0,75
Fésforo® (mg/dL) 4,32+0,28 2 5,08+0,35 2 0,10
Calcio (mg/dL) 9,98+0,36 2 9,59+0,27 @ 0,38

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenc¢a significativa entre os grupos (p<0,05).! Valores submetidos ao
teste de Mann-Whitney para atender aos padrdes de homogeneidade das amostras. 2 Valores ndo paramétricos

submetidos a corregdo de Welch.
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Tabela 3. Estatistica descritiva (média + erro padrdo da média) e valores de P do teste
t student da atividade sérica de ALT (alanina aminotransferase), FA
(fosfatase alcalina) e concentracdo sérica de proteina total, aloumina e
globulinas dos animais do Grupo Controle (GC) e dos céaes com erliquiose
(GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Parametros GC GD Valores de P
ALT "(U/L) 34,11+4,16 46,33+11,79 2 0,71
FA®(U/L) 120,4+13,352 176,6+43,34 2 0,23

Proteina total’
5,563+0,14 2 6,15+0,29 2 0,06
(g/dL)

Albumina’ (g/dL) 3,06+0,09 2 2,78+0,152 0,11
Globulina’®(g/dL) 2,42+0,15 2 3,38+0,31° 0,01

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).! Valores submetidos ao
teste de Mann-Whitney para atender aos padroes de homogeneidade das amostras. 2 Valores ndo paramétricos
submetidos a correcéo de Welch.

A obtencéo e cotejamento das variaveis bioguimico-séricas permitiram verificar
diferencas significativas entre os grupos estudados no que diz respeito a concentracéo
sérica de creatinina e globulina (Figura 8 e Figura 9).

A analise bioquimica permitiu constatar diminuicdo na concentracao sérica de
creatinina no GD em comparacéo ao GC (Figura 8). Apenas 12,5% dos cées do grupo
infectado por E. canis apresentaram niveis de creatinina sérica abaixo dos valores de
referéncia para a espécie, o restante dos animais encontraram-se dentro dos valores
de normalidade (Apéndice B), indicando pouco envolvimento do agente etiologico aos
orgaos aos quais esta relacionado. Meneses et al. (2008) também n&o encontraram
resultados fora dos padrdes em cées infectados naturalmente por E. canis, em
Salvador e regido metropolitana da Bahia. Entretanto, Fernandes et al. (2008)
obtiveram valores médios de creatinina aumentados em 34% dos cdes em seus
estudos. Apesar de existir uma significativa diminuicdo na concentragao de creatinina
sérica no presente estudo, essa provavelmente ndo tenha significancia clinica em
decorréncia dos valores estarem dentro dos padrdes de normalidade para a espécie
e, além do mais, a concentracdo de ureia ndo apresentou diferenca entre os grupos
estudados. Outra explicacdo, ainda que menos provavel, possa ser em decorréncia

da diminuicdo da massa muscular em decorréncia da doenca.
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Figura 8. Concentracdes séricas de creatinina em animais do Grupo Controle (GC) e
em caes com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Em relacdo a concentracao sérica de ureia, apenas 1 cdo (4,2%) do GD
mostrou valor acima do padrao para a espécie, o restante situou-se dentro dos limites
para a espécie canina (Apéndice B). Os resultados encontrados por Harrus, Waner e
Bark (1997) e Sousa et al. (2010) em trabalhos com caes acometidos por infeccéo
natural de E. canis, foram superiores aqueles encontrados no presente estudo, com
8,3% e 35%, respectivamente. Os dados obtidos por Alves (2013) assemelham-se aos
do presente estudo, ja que foram encontradas meédias aumentadas no grupo dos céaes
com erliquiose na fase subclinica em relacdo ao seu grupo controle, no entanto os
valores encontraram-se dentro da faixa de normalidade para a espécie. Ja Fernandes
et al. (2008), trabalhando com cées acometidos por erliquiose, observaram, no que
concerne a taxa de ureia sérica, que 74% da sua populacdo amostral apresentava-se
dentro dos limites da normalidade. Tanto o valor encontrado acima da faixa de
normalidade, quanto os valores mais elevados dentro da mesma podem ser
justificados pelo mecanismo de elevacao nas taxas do metabolismo proteico ou pela
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular dos cides enfermos. E provavel que esta
Ultima assertiva seja valida desde que os niveis de ureia estejam associados a
proteindria, que sugerem a existéncia de uma lesdo glomerular (ALVES, 2013).

De acordo com a andlise bioquimico-sérica referente a concentracdo de
globulina, foi possivel verificar que houve aumento em seu nivel no GD (Figura 9). A
hiperglobulinemia foi verificada em 16,7% dos animais deste grupo, namero inferior
aquele encontrado por Sousa et al. (2010), com 41,6% dos cées infectados por E.

canis, no estado do Mato Grosso, apresentando aumento da concentragdo sérica de
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globulinas. Kataoka, Santana e Seki (2006) também observaram quadro de
hiperglobulinemia em cées infectados naturalmente por E. canis. Uma possivel
explicacdo para essa alteracdo é a elevacdo das fragbes gama, induzidas pela
resposta imune do hospedeiro em relagcdo ao parasita (HARRUS et al., 1999; BUSH,
2004). As consequéncias podem ser aumento de viscosidade sérica e hemorragia
causada pela intervencéo fisica com as plaquetas, associado a alteracdes nos fatores
de coagulacéo e danos ao endotélio vascular e estase venosa (GOULD et al., 2000).
Em contrapartida, 37,5% dos pacientes no presente estudo apresentaram quadro de
hipoglobulinemia, enquanto que no estudo realizado no estado de Mato Grosso,
Sousa et al. (2010) encontraram 47,9% do total de animais com essa mesma
alteracdo. Essa diminuicdo na concentracdo sérica de globulinas pode se justificar
pelo fato de disturbios entéricos ou hepaticos graves ocasionarem perda de globulina
intestinal (SOUSA et al., 2010).
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Figura 9. Concentracao sérica de globulina em animais do Grupo Controle (GC) e dos
caes com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Os resultados do GD, representados pelas médias das concentracfes séricas
de calcio e fosforo (Tabela 2), mostram que as variaveis encontraram-se dentro dos
limites de normalidade para a espécie canina (Apéndice B), além de néao
apresentarem diferenca significativa entre os grupos estudados. Analisando 0s
animais individualmente, verificou-se que 33,3% dos cdes com erliquiose na fase
aguda apresentaram hipocalcemia, enquanto 33,3% exibiram hiperfosfatemia. De
acordo com Fettman (2007), a excrecao urinaria de fosforo depende da filtracédo
glomerular e da reabsorcao tubular, que, no presente estudo possivelmente estao

comprometidas, jA que foram encontradas, por meio da eletroforese de urina,
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proteinas de alto e baixo peso molecular nos cdes do GD. Diante destas lesdes, pode
haver reducéo do fluxo sanguineo renal e da TFG, que resultaria em hiperfosfatemia
e, por mecanismos compensatorios, a hipocalcemia secundaria (FETTMAN, 2007).

Apesar dos niveis de albumina sérica do Grupo Doente, ilustrados por suas
médias (Tabela 3), estarem dentro dos padrbes de referéncia para normalidade
(Apéndice B), 41,7% dos cées apresentaram hipoalbuminemia. Esta alteracéo
também foi encontrada por Fernandes et al. (2008) e Rondelli (2012). Uma possivel
explicacdo para o quadro de hipoalbuminemia em caes com erliquiose na fase aguda
€ 0 extravasamento dessa proteina para o espaco intersticial, devido a alteracéo da
permeabilidade vascular (LAPPIN, 2006). Outra hipétese é a reducéo da ingestao de
proteinas (SANTAREM, 2003) ou ainda um mecanismo compensatorio para o estado
de hiperglobulinemia observado em cédes acometidos pela enfermidade (HARRUS et
al.,, 1996), e verificado em 16,7% dos animais doentes. Além disso, alguns sinais
clinicos presentes no GD como anorexia, hiporexia, vomitos e diarreia também séo
responsaveis pela reducéo na sintese proteica e pela ma absorcao entérica em casos
de diminuicdo na concentracao de albumina (BUSH, 2004).

A hiperproteinemia na fase aguda da EMC estd associada ao aumento de
gamaglobulinas em resposta a circulagcdo e imunogenicidade da bactéria (HARRUS
et al., 1996) e foi encontrada em 8,3% dos animais analisados neste estudo. No
entanto, também houve consideravel nimero de animais com hipoproteinemia
(37,5%), resultado semelhante também foi encontrado por Santarém (2003). Uma
possivel explicacdo é o quadro de anemia levar a diminuicdo na concentragdo serica
das proteinas totais, ou como sugere Woody e Hoskins (1991), a albumina ser
eliminada pela urina como forma de compensacao para diminuir a concentracdo das
proteinas plasmaticas com o objetivo de evitar 0 aumento da viscosidade do sangue.
No entanto, € importante lembrar que os niveis de proteina total podem estar dentro
da faixa de normalidade para a espécie canina, como foi constatado em 50% dos
animais deste estudo. Isso, provavelmente se deve ao estado de equilibrio entre os
estados de hipoalbuminemia e hiperglobulinemia, encontrados neste estudo.

Os niveis de atividade sérica da ALT mostraram-se elevados apenas em 12,5%
dos animais do GD. Este resultado corrobora o achado de Sousa et al. (2010), com

12,8% dos animais acometidos por E. canis. No entanto, € bem inferior aos resultados
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encontrados por Fernandes et al. (2008), com 26% dos animais com elevacédo na
atividade sérica da ALT. Em contrapartida, o0 nimero de cdes com aumento na
atividade sérica de FA no GD foi de 33,3% neste estudo. Ja Sousa et al. (2010)
observou 12,8% e, Fernandes et al. (2008), em 74% dos cdes com EMC. Tais
alteracdes podem ter ocorrido devido ao dano hepatico ou estresse sistémico causado
por diversas doencas, inclusive pela EMC (ALMOSNY, 2002).

5.4 Eletroforese do soro

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) identificou proteinas no soro, cujos pesos moleculares variaram entre 23 e 139
kDa. Para os caes sadios e com erliquiose na fase aguda estudados neste ensaio,
foram selecionadas, por meio do eletroforetograma 11 fracGes proteicas no tracado
densitométrico dos soros sanguineos. Somente nove foram identificadas
nominalmente: imunoglobulina A (IgA) (139 kDa), ceruloplasmina (125 kDa),
transferrina (79 kDa), albumina (69 kDa), al-antitripsina (60 kDa), IgG de cadeia
pesada (58 kDa), haptoglobina (45 kDa), al-glicoproteina acida (40 kDa) e 1gG de
cadeia leve (35 kDa). As proteinas nominalmente néo identificadas foram intituladas
de acordo com seus pesos moleculares: proteina de peso molecular 23 kDa e proteina
de peso molecular 44 kDa.

As proteinas de fase aguda foram classificadas de acordo com a resposta que
apresentam. A proteina C reativa e amiloide A sérica sao consideradas como resposta
principal, j& a al-glicoproteina acida, ceruloplasmina e haptoglobina séo classificadas
como resposta moderada, e, por ultimo na classe de resposta negativa, encontram-se
a albumina e a transferrina (KANEKO, 1997; CERON, ECKERSALL, MARTINEZ-
SUBIELA, 2005; ECKERSALL, 2008). No presente estudo ndo houve nenhuma PFA
com resposta principal. No grupo de resposta moderada, encontraram-se al-
glicoproteina acida, ceruloplasmina e haptoglobina, e com resposta negativa a
albumina.

Neste ensaio, as proteinas de fase aguda ceruloplasmina, al-glicoproteina
acida, transferrina e haptoglobina, apresentaram-se como positivas, sendo que

somente nas duas Ultimas foram observadas diferencas significativas entre os grupos
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estudados. Ja a albumina e al-antitripsina, comportaram-se como PFA negativas, ja

que suas concentracdes mostraram-se estatisticamente menores no GD.

Os valores de estatistica descritiva das concentracdes séricas das fracbes

proteicas obtidas em gel de poliacrilamida encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Estatistica descritiva (média £ erro padrédo da média) e valores de P do teste
t student das concentracdes séricas das fracdes proteicas (mg/dL) obtidas
em gel de poliacrilamida em animais do Grupo Controle (GC) e em caes com
erliguiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Valores
Parametros GC GD
de P
IgA* (mg/dL) 15,26+2,29 @ 22,3+3,912 0,13
Ceruloplasmina’
30,41+4,56 2 64,30+17,06 @ 0,07
(mg/dL)
Transferrina (mg/dL) 181,4+20,142  311,6+25,94° 0,0007
Albumina’® (mg/dL) 3480+89,16 2 2905+160,1 ° 0,004
al-antitripsina (mg/dL) 193,1+9,152 174,9+11,53 2 0,26
lgG Pesada (mg/dL) 801,4+200,1 2 1103+137,1 @ 0,21
44 kDa (mg/dL) 13,21+3,73 @ 24,04+4,97 2 0,12
Haptoglobina® (mg/dL)  40,03+8,23 @ 241,5+31,31° <0,0001
ai-glicoproteina
o 19,99+5,41 @ 53,37+14,13 2 0,36
acida’(mg/dL)
lgG Leve’® (mg/dL) 224,734,492  740,8+154,9° 0,004
23 kDa’ (mg/dL) 419,8£14,982  378,8+28,52 2 0,21

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).t Valores submetidos ao

teste de Mann-Whitney para atender aos padrées de homogeneidade das amostras. 2 Valores ndo paramétricos

submetidos a correcéo de Welch.

Posteriormente a verificacdo dos resultados obtidos em relagédo a concentragcédo

sérica das proteinas em gel de poliacrilamida, observou-se haver diferencas
significativas entre os grupos estudados relativamente a transferrina, albumina,
haptoglobina e 1gG de cadeia leve (Figuras 10 a 13).

As concentracdes de

IgA e 1gG de cadeia pesada néao diferiram

significativamente entre os grupos estudados, assim como também foi observado no
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estudo de Hess et al. (2006) com cdées infectados experimentalmente durante 4
meses.

Os valores médios obtidos neste ensaio para ceruloplasmina sérica, em caes
do grupo GD, apresentaram-se superiores (64,30+17,06) aqueles encontrados por
Munhoz (2009) (44,88+11,92), cujos animais experimentalmente infectados atingiram

concentracbes séricas, maximas, no 6° dia apds a infeccado. Kogika et al. (2003)

também observou aumento na concentracdo desta proteina em cdes com
gastroenterite hemorragica e Faria Junior (2004) em cadelas com piometra. Segundo
Kogika et al. (2003), a quantificacéo sérica de ceruloplasmina funciona como indicador
precoce do processo inflamatorio.

De outra parte, contrariando a literatura compulsada, a concentracédo sérica de
transferrina em cées naturalmente acometidos por erliquiose, neste estudo, mostrou-
se superior aquela encontrada em animais do Grupo Controle (Figura 10). De acordo
com KANEKO (1997), a transferrina € considerada uma PFA negativa, portanto
esperava-se que seu nivel diminusse em situacdes inflamatérias. Os grupos
estudados apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05) (Figura 10). Em
consonancia com os achados deste ensaio, Rodrigues (2006) e Munhoz (2009)
também observaram que a transferrina comportou-se como PFA positiva frente aos
processos inflamatérios aos quais suas parcelas experimentais haviam sido
submetidas. Provavelmente, houve algum estimulo para o aumento na producao
desta proteina, de forma similar, nos estudos acima referidos. E importante salientar
gue a elevacédo nos niveis séricos de transferrina pode contribuir com 0 mecanismo
de defesa contra agentes infecciosos em animais enfermos (MURATA, SHIMADA,
YOSHIOKA, 2004). Esse argumento justificaria a alta concentracao de transferrina em

casos de erliquiose na fase aguda, como foi observado neste ensaio.
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Figura 10. Concentracéo sérica de transferrina, obtida em gel de poliacrilamida em
caes do Grupo Controle (GC) e naqueles acometidos com erliquiose (GD)
na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

A albumina comportou-se como esperado, ou seja, como uma proteina de fase
aguda negativa. Através da Figura 11 € possivel observar que a concentracdo de
albumina no GD foi inferior aquela encontrada no GC. Quadros de hipoalbuminemia
em infec¢des naturais por E. canis foram descritos por Nelson e Couto (2001). Essa
alteracdo pode ocorrer por consequéncia da diminuicdo na ingestdo de proteinas
(comum em cées enfermos que apresentam anorexia ou hiporexia), diminuicdo na
sintese de proteinas (ocasionada por lesdes hepéaticas), perda na urina devido a
lesbes renais (proteinUria) ou entdo por um mecanismo compensatorio para o
aumento de globulinas que acontece em caes com EMC (HARRUS et al., 1999).
Acredita-se que esta Ultima seja a causa da alteracéo, ja que os grupos estudados
diferiram significativamente entre si (p<0,05) para a variavel em questéo e 16,7% dos

caes do GD apresentaram quadro de hiperglobulinemia.
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Figura 11. Concentracdo sérica de albumina, obtida em gel de poliacrilamida em
animais do Grupo Controle (GC) e naqueles acometidos por erliquiose (GD)
na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Apesar da al-antitripsina ser considerada uma PFA positiva no cdo, no
presente ensaio suas concentragfes séricas apresentaram-se menores nos animais
do GD, comportando-se como uma PFA negativa. Nao foram encontrados dados na
literatura referentes a esta proteina na erliquiose, embora ja tenha sido detectada em
alguns tracados eletroforéticos (THOMAS, 2000). De acordo com Murata, Shimada e
Yoshioka (2004), a al-antitripsina e al-glicoproteina acida pertencem a classe das
al-globulinas. Essas proteinas aumentam sua concentracdo quando sdo estimuladas
pela interleucina 1 (IL-1). No entanto a elevacéao ocorre logo apés a infeccao e retorna
aos valores de normalidade assim que o estimulo cessa.

A concentracdo de haptoglobina apresentou-se mais elevada no GD em
relacdo ao GC (Figura 12). Essa elevacdo na quantidade da proteina também foi
descrita por Munhoz (2009) em seus pacientes experimentalmente infectados por E.
canis. De acordo com Eckersall (2008), os valores de referéncia para a concentracao
de haptoglobina para a espécie canina encontram-se entre 0,1 a 0,2 g/dL, contudo
quando o animal é acometido por doencas inflamatdérias e infecciosas esse valor pode
chegar a 0,5 g/dL ou mais. No presente estudo, as concentracdes séricas médias de
haptoglobina observadas em caes do GC e GD foram de 0,04+0,08 g/dL e 0,24+0,31
g/dL, respectivamente. Portanto é possivel observar que o GD apresentou o valor
esperado para cades com processo infeccioso. A haptoglobina € uma a2-globulina que

€ induzida pela IL-6 e tem seus niveis séricos aumentados mais tardiamente,
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permanecendo assim por varias semanas (MURATA,SHIMADA, YOSHIOKA, 2004;
CERON, ECKERSALL, MARTINEZ-SUBIELA, 2005). O tracado eletroforético da
haptoglobina ja foi descrito em doencas infecciosas, inflamatoérias e neoplésicas
(KOGIKA et al., 2003; MISCHKE; WATERSTON; ECKERSALL, 2007; DABROWNSKI;
WAWRON; KOSTRO, 2007) e, de acordo com tais pesquisadores, 0s niveis da
referida proteina mostrou-se sempre superior quando comparados aqueles de cées
sadios. Assim sendo, tal PFA revela-se como um indicador eficaz no monitoramento
terapéutico e no progndstico da erliquiose em céaes, ja que se trata de um importante
marcador de condic¢des inflamatorias e infecciosas (BAYRAMLI; ULUTAS, 2008).
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Figura 12. Concentracdo sérica de haptoglobina, obtida em gel de poliacrilamida em
animais do Grupo Controle (GC) e naqueles acometidos por erliquiose (GD)
na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos estudados em relacao aos
niveis da proteina de peso molecular 44 kDa, porém eles se mostraram mais elevados
em cédes com erliquiose na fase aguda. Nao foram encontrados dados na literatura
sobre esta proteina na referida doenca.

Os valores meédios encontrados para al-glicoproteina acida em céaes
acometidos por erliquiose (GD) foram superiores aqueles do GC. No entanto, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos estudados. J& Munhoz (2009) obteve
nivel de significancia de p<0,05 entre os grupos no 6° e 12° dia apos a infeccdo, além
da PFA apresentar seu pico de concentracao (195,5+40,37 mg/dL) no 12° dia apds a
infeccdo e seus niveis decairem até valores proximos daqueles obtidos no inicio da
infeccdo experimental (75,64+36,15 mg/dL). No ensaio em tela, encontrou-se
concentracdo média de 53,37+14,13 mg/dL nos cdes acometidos por erliquiose na



41

fase aguda. De acordo com Munhoz (2009), a al-glicoproteina acida € um importante
marcador das lesfes inflamatorias em cées com erliquiose.

O resultado referente a concentracéo de IgG de cadeia leve encontrado no GD
foi superior aquele do GC e apresentou diferenca significativa entre os grupos
estudados (Figura 13). A concentracdo meédia obtida para IgG de cadeia leve
(740,8+154,9 mg/dL) foi inferior aquela obtida por Munhoz (2009), no 30° dia de
infecg@o experimental por E. canis (877,98+381,83 mg/dL). De acordo com este ultimo
estudo, o aumento nos niveis da imunoglobulina sugerem o desenvolvimento de
imunidade humoral. No ensaio de Hess et al. (2006), ndo foi observada diferenca
significativa entre as imunoglobulinas A, M e G na doencga experimentalmente induzida
ao longo de 4 meses de estudo e os anticorpos especificos para E. canis nao
protegeram os animais de nova infeccdo. Os pesquisadores concluiram que néo
houve desenvolvimento eficiente da resposta imune nestes pacientes.
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Figura 13. Concentragéo sérica de 1gG de cadeia leve, obtida em gel de poliacrilamida
em animais do Grupo Controle (GC) e em cdes com erliquiose (GD) na
fase aguda. Jaboticabal, 2015.

N&o houve diferenca significativa entre os GC e GD, no que se refere a
concentracdo da proteina de peso molecular 23 kDa. Assim como foi observado por

Munhoz (2009), a referida fracdo proteica comportou-se como uma PFA negativa.
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5.5 Funcéo renal

A sedimentoscopia urinaria apresentou apenas pequena quantidade de células
epiteliais de transicdo. Além disso, foi observada diferenca significativa entre os
grupos estudados em relagédo a presenca de hemacias e leucdcitos na urina (Figura
14). Por outro lado, os valores de pH (p=0,08), turbidez (p=0,14) e a quantidade de
proteina (p=0,06) na urina ndo divergiram entre oS grupos.

Para uma analise mais segura da funcdo renal é indicado associar 0s
resultados de pH, densidade urinaria especifica (CHEW; DIBARTOLA; SCHENCK,
2011) e sedimento urinario (GRAUER, 2011). No caso do pH, os resultados deste
ensaio mostraram que 62,5% dos animais do GD situaram-se na faixa de pH acido
(<6,5), 20,8% no intervalo neutro (6,5 — 7,5) e 16,6% com urina alcalina (>7,5).

Neste ensaio, 37,5% dos animais com erliguiose na fase aguda nao
apresentaram nem mesmo tracos de proteinas, enquanto que 62,5% dos animais
apresentaram mais de 2+. No estudo de Marinho (2012), verificou-se que 47,6% dos
cades com doenca renal subclinica ndo apresentaram proteinaria e 52,4% foram
positivos na procura de proteinas por meio de kit comercial de fitas reativas.

A sedimentoscopia urinaria procederam-se contagens de hemacias e
leucocitos. Na pesquisa de hemacias, encontrou-se 12,5% de cées do GD negativos;
41,6% dos caes com tracos a 2+ e 45,8% iguais ou superiores a 3+. Em relacdo aos
leucdcitos, 4,16% foram negativos, 33,3% apresentam 1+ e, em 62,5% foram
verificados valores iguais ou superiores a 2+. No estudo de Alves (2013) né&o
encontrou-se sedimentoscopia ativa, contrariando os resultados encontrados no
presente ensaio.

Em contrapartida, observou-se haver diferenca significativa entre os grupos
estudados no que concerne a razao proteina e creatinina urinarias (UP/C) e densidade

especifica urinaria (DEU), conforme Tabela 5.
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Tabela 5. Estatistica descritiva (média + erro padrao da média) e valores de P do teste
t student da razdo proteina e creatinina urinarias (UP/C) e densidade
especifica urinaria (DEU) em animais do Grupo Controle (GC) e naqueles
acometidos por erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Parametros GC GD Valores de P
UP/C* 0,13+0,02 2 0,31+0,04 0,0003
DEU 1,04+0,003 2 1,05+0,003 P 0,0009

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).! Valores submetidos ao
teste de Mann-Whitney para atender aos padrdes de homogeneidade das amostras. 2 Valores ndo paramétricos

submetidos a correcdo de Welch.

Pela Figura 15 é possivel verificar que a razdo proteina e creatinina urinarias
de cdes com erliquiose na fase aguda é superior aquela encontrada nos caes do GC.
De acordo com os valores de UP/C preconizados pela IRIS (2009), os animais doentes
do presente estudo encontravam-se proteindricos borderline/limitrofe, ja que os
resultados obtidos para esse grupo (Tabela 5) sédo de 0,31+0,04. Segundo os dados
explicitados (Figura 14), 66,7% dos caes enfermos apresentam proteindria, valor
superior aguele encontrado por Alves (2013), que reportou 53% de proteindria em
caes com erliquiose na fase subclinica. De acordo com Polzin e Osborne (1995) e
Lees (2004), o grau de proteindria € geralmente leve, sempre que 0s componentes
tubulo-intersticiais estdo acometidos. JA no caso das glomerulopatias, observam-se
graus de proteinuria acentuados. Desta forma fica claro que a quantificacdo de
proteinas na urina € de extrema importancia, pois auxilia na localizacao das lesées
renais (POLZIN; OSBORNE, 1995; LEES, 2004). Diante do fato da proteindria ser um
importante marcador de lesdo renal (LEFEBVRE; TOUTAIN, 2004), é possivel
considerar que caes com erliquiose na fase aguda apresentem potencial risco ao

desenvolvimento de doencga renal.
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Figura 14. Gréfico circular representativo da distribuicdo dos caes com erliquiose (GD)
na fase aguda em ndo proteindrico (UP/C<0,2), proteindrico
borderline/limitrofe (UP/C=0,2 ou <0,5) e proteinarico (UP/C>0,5),
ilustrando o valor da razao proteina e creatinina urinarias e o sistema de
subestadiamento da proteindria da IRIS (2009).
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Figura 15. Razdo proteina e creatinina urinarias (UP/C) de animais do Grupo
Controle (GC) e de céaes com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal,
2015.

A média da densidade urinaria especifica (DEU) (Tabela 5 e Figura 16)
encontrada no grupo de cdes com erliquiose na fase aguda (1,05+0,003) foi superior
a normalidade para a espécie canina (1,020 — 1,045), enquanto os animais do GC

encontraram-se dentro dos padrdes de normalidade (1,04+0,003) (Apéndice B). Do
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total de cdes do GD, 66,6% apresentaram DEU acima dos valores de referéncia.
Talvez esse quadro se deva ao possivel efeito da desidratacdo, comum em caes com
0s sinais clinicos apresentados pelos cdes doentes, como anorexia/hiporexia e
vomito. O trabalho de Borin (2011) constatou que a baixa DEU em cdes com DRC
serve como fator diagnostico da doenca, mas nao € suficiente para a caracterizagcao
dos diferentes estadios evolutivos da referida doenga. No ensaio de Alves (2013) foi
concluido que a avaliacdo da DEU néo permite identificar o comprometimento renal
em caes com erliquiose na fase subclinica. Diante destes dados € possivel acreditar
que os resultados acima dos valores de referéncia no presente estudo serve como
suspeita para o diagnéstico de EMC e que os animais na fase aguda ainda nao

apresentam diminuicdo da densidade urinaria.

Densidade especifica urinaria

GC

Figura 16. Densidade especifica urinaria (DEU) dos animais do Grupo Controle (GC)
e dos cées com erliguiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

5.6 Eletroforese da urina

Em comparacdo com outros fluidos biolégicos, a urina possui algumas
vantagens como facilidade de coleta, grande quantidade de metabdlitos e capacidade
de refletir desequilibrios internos. Dessa forma, ela foi escolhida para avaliar a
existéncia ou ndo de proteinas. Ap0s a analise dos dados referentes a sua
eletroforese, foi possivel verificar um namero superior de fracdes proteicas excretadas
pela urina nos cdes com erliquiose na fase aguda (295), quando comparado aquele
encontrado nos caes do GC (174). Notou-se diferenca significativa entre 0os grupos
estudados (p<0,05) nos intervalos de 10 a 20 kDa, 31 a 40 kDa e 41 a 50 kDa, sendo
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observada grande frequéncia no aparecimento de proteinas com peso molecular entre
21 a 30 kDa, 31 a 40 kDa, 41 a 50 kDa, 51 a 60 kDa, com 91,6% cada e 61 a 70 kDa,
com 95,8% (Tabela 6). Dentre as proteinas encontradas, apenas aquela cuja
densidade encontrava-se entre 121 e 130 kDa, mostrou-se ausente no GD. No que se
refere a quantidade de proteinas excretadas pela urina, aquelas com peso molecular

entre 31 e 40 kDa apareceram em maior numero (77 proteinas).
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Tabela 6. Distribuicdo de proteinas urinarias conforme seu peso molecular (kDa); N=
namero de proteinas observadas em cada intervalo conforme o peso
molecular; Frequéncia = aparecimento das proteinas tanto no grupo controle
(GC) como no grupo com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal, 2015.

Frequéncia (%)

FracGes
proteicas N GC GD Va|0r§5 de
10 a 20 kDa* 12 55 (1) 41,6 (11) 0,012
21 a 30 kDa 67 72.2(22) 91,6 (45) 0,118
31 a 40 kDa* 77 6L,1(17) 91,6 (60) 0,025
41 a 50 kDa* 48 61,1(19) 91,6 (29) 0,025
51 a 60 kDa 69 72.2(25) 91,6 (44) 0,118
61 a 70 kDa 51 833 (26) 95,8 (25) 0,297
71280 kDa 30  833(15) 62,5 (15) 0,18
81 a 90 kDa 7 22,2 (4) 12,5 (3) 0,438
91 a 100 kDa 9 222 (5) 16,6 (4) 0,706
101a110kDa 28 61,1 (11) 70,8 (17) 0,508
111a120kDa 13 33,3 (6) 29,1 (7) 0,773
121 a 130 kDa 1 5,5 (1) i 0,429
131 a 140 kDa 4 11,1 (2) 8,33 (2) 1,00
141 a 150 kDa 4 11,1 (2) 8,33 (2) 1,00
151 a 160 kDa 6 55 (1) 20,8 (5) 0,214
161 a 170 kDa 4 11,1 (2) 8.3 (2) 1,00
171a180kDa 10 222 (4) 25 (6) 1,00
>180 kDa 29 61,1 (11) 75 (18) 0,338

* indica diferenga significativa (p<0,05) entre o Grupo Controle (GC) e o grupo de cées com erliquiose (GD) na fase aguda.

Valores submetidos ao teste do Qui-quadrado tabelado (GL=2, a =0,05) =5,99
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Tabela 7. Frequéncia de aparecimento das proteinas urinarias de acordo com seu
peso molecular (BPM - baixo peso molecular, MPM - médio peso molecular
e APM - alto peso molecular); N = nimero de proteinas observadas no Grupo
Controle (GC) e no grupo com erliquiose (GD) na fase aguda. Jaboticabal,
2015.

Frequéncia (%)
Grupo N BPM (<60 kDa) MPM (60 a 80 APM (>80 kDa)

kDa)
GC 174 44,8 (80) 27 (45) 28,1 (49)
GD 295 63,3 (187) 14,2 (42) 22,3 (66)

Foram encontrados dezoito intervalos de proteinas na urina dos animais do GC
e dezessete nos cdes com erliquiose na fase aguda, o que difere dos resultados
encontrados por Zaragoza et al. (2003a), Zaragoza et al. (2003b) e Schaefer et al.
(2011), em que o numero de bandas observadas no GC foi menor do que no GD. O
intervalo das proteinas com peso molecular entre 71 e 80 kDa, no qual a albumina se
encontra (SCHULTZE, JENSEN, 1989), apresentou maior frequéncia no Grupo
Controle em relacdo ao Doente, com 83,3% e 62,5%, respectivamente (Tabela 6). De
acordo com Zini, Bonfanti e Zatelli (2004) caes com funcionamento renal saudavel
normalmente exibem albumina na urina. Este fato é considerado fisiolégico quando
associado ao valor de UP/C abaixo de 0,5. Baseado nestes dados €é possivel crer que
essa seja a causa da maior quantidade da proteina excretada pelo GC, ja que o valor
do UP/C nos cées saudaveis neste estudo foi de 0,13+0,02.

As proteinas de origem plasmatica encontradas na urina refletem o tipo de
doenca que pode estar acometendo os rins. De acordo com Rego et al. (2001), a
excrecdo de proteinas por meio da urina devido ao comprometimento tubular,
caracteriza-se pelo achado de proteinas com peso molecular inferior a 60kDa, em
contrapartida as lesGes glomerulares ocorrem quando proteinas de densidade
superior a 60 kDa ultrapassam as barreiras glomerulares. Diante destes dados, 0
proteinograma urinario em SDS-PAGE deste estudo sugere lesdes tubulares, ja que
todas as bandas proteicas com peso molecular inferior a 60 kDa, apresentaram maior
frequéncia no GD, quando comparadas ao GC. No entanto, as proteinas com médio
e alto peso molecular figuraram com maior frequéncia em 61,5% dos animais do GC,
com raras excecdes como as fracdes de 61 a 70 kDa, 100 a 101 kDa, 151 a 160 kDa

e valores superiores a 171 kDa, que se apareceram mais frequentemente no GD. De
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acordo com Finco (1995), o aparecimento de proteinas com diferentes pesos
moleculares na urina de cdes saudaveis é considerado normal.

Foram encontradas proteinas de média e alta densidade (>60 kDa) na urina
dos cées com erliquiose na fase aguda (36,5%) (Tabela 7), sugerindo uma leséo renal
de origem glomerular. No estudo de Zaragoza et al. (2003a), foram encontrados
42,1% dos caes com leishmaniose, apresentando proteinas com medio e alto peso
molecular. O intervalo de 100 a 110 kDa corresponde a transferrina (SCHULTZE;
JENSEN, 1989). No presente estudo, encontrou-se 61,1% desta proteina no GC e
70,8% no GD, ja Zaragoza et al. (2003b) verificou em 100% das cadelas saudaveis e
80% daquelas com piometra.

As lesdes glomerulares podem ser justificadas devido a deposicdo de
imunocomplexos em nivel glomerular ou lesbes no parénquima renal (CODNER;
MASLIN, 1992), que alteram sua permeabilidade, permitindo a excrecao de proteinas
com alto peso molecular. Nestes casos, a proteinuria se revela como um marco inicial
do transtorno renal e de sua disseminacao (VADEN, 2004; HEIENE et al., 2007). De
acordo com Schaefer et al. (2011), a proteindria glomerular lesiona as barreiras de
filtracdo tanto pela carga quanto pelo tamanho das proteinas. Nesta condi¢cao, com o
uso do clearance de globulinas, € possivel avaliar as proteinas globulinicas
sanguineas e urindrias, diferenciando-as em proteinuaria seletiva (peso molecular de
60 a 80 kDa) e nao seletiva (peso molecular acima de 80 kDa). Diante destes dados,
0 presente estudo encontrou proteindria seletiva (20 proteinas entre 60 e 80 kDa) e
proteindria ndo seletiva (60 proteinas com mais de 80 kDa) no GD, confirmando mais
uma vez a suspeita de proteinuria glomerular nos animais com erliquiose na fase
aguda deste experimento.

E importante salientar a grande frequéncia e quantidade de proteinas com peso
inferior a 60 kDa presentes na urina dos animais com erliquiose na fase aguda (63%)
e no GC (44,8%) (Tabela 6). Outros estudos também apresentaram resultados
semelhantes, como o de Zaragoza et al. (2003a), com 57,9% de proteinas com BPM
em caes com leishmaniose e 33,5% no GC; Zaragoza et al. (2003b), que relataram
proteinas no intervalo de 30 a 60 kDa que s6 apareciam nas cadelas com piometra e
Schaefer et al. (2011) que observaram grande quantidade de proteinas com

densidade menor que 60 kDa na urina de caes com sindrome de resposta inflamatoria
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grave (58%) contra 45% no GC. Provavelmente, este fato se deve a auséncia de
reabsorcdo proteica nos tubulos, tornando possivel o encontro destas proteinas na
urina (GRAUER, 2005; BARROS et al., 2006). Os resultados encontrados no presente
estudo sugerem tubulopatia associada a proteinuria, ambas relacionadas ao processo
inflamatério decorrente da infeccdo por E. canis. Esta alteracdo também foi
encontrada no ensaio realizado por Zaragoza et al. (2003c), que avaliaram a
proteindria em caes com leptospirose e observaram elevacdo nas concentracdes de
proteinas de baixo peso molecular, confirmando o comprometimento do segmento
tubular do néfron.

Embora as andlises estatisticas tenham mostrado diferenca significativa entre
0s grupos estudados com relacéo aos valores de UP/C, os resultados, apresentados
pela média (0,31+0,04), mostraram que o GD encontrava-se apenas na faixa de
proteindrico limitrofe para a espécie canina. Sendo assim, a proteinuria ndo apresenta
importancia clinica em pacientes sem azotemia, segundo a classificacdo da IRIS
(2009). Diante do fato do valor de UP/C no grupo de cédes com erliquiose na fase
aguda estar dentro dos valores limitrofes, enquanto a eletroforese urinaria indicou e
guantificou grande numero de proteinas de alto e baixo peso molecular no GD, fica
claro que esta técnica serve como diagndstico precoce para lesbes glomérulo-

tubulares em cées acometidos pela referida doenca.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste experimento, conclui-se que:

Devido a frequéncia de 95,8% de trombocitopenia encontrada em cédes com
erliquiose na fase aguda, sugere-se que a contagem de plaquetas possa
funcionar como um teste de triagem para a referida doenca.

Apesar do perfil eletroforético do soro encontrado ndo ser exclusivo para
erliquiose canina na fase aguda, a eletroforese em gel de poliacrilamida pode
dar suporte ao dignostico precoce, progndstico e monitoramento da doenca.

O valor de UP/C nos caes do Grupo Doente mostraram-se dentro dos valores
limitrofes, enquanto a eletroforese urinaria indicou e quantificou grande nimero
de proteinas de alto e baixo peso molecular neste grupo, indicando que esta
técnica pode servir como diagndstico precoce para lesdes glomérulo-tubulares
em cédes acometidos pela referida doenca.

A eletroforese em gel de poliacrilamida em conjunto com a UP/C, revelaram
gue pode existir lesdo tanto tubular quanto glomerular na fase aguda da
erliquiose, embora ainda sejam necessarios mais estudados para elucidar as

lesGes supracitas.
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APENDICES

APENDICE A. Valores de referéncia para o hemograma canino.

Tabela 1A. Parametros eritro-leucomeétricos e plaquetarios de referéncia para a
espécie canina.

Parametros Valores
Hemacias 55-8,0
(x10°/uL)

Hemoglobina 12,0-18,0
(g/dL)
Hematécrito 37 -55
(%)

Plaquetas 180.000 — 400.000

(céls/uL)
Leucodcitos totais 6.000 — 18.000

(céls/uL)

Basofilos 0
(céls/uL)

Eosindfilos 120 - 1.800
(céls/uL)

Neutroéfilos bastonetes 0-500
(céls/uL)
Neutrofilos segmentados 3.600 - 13.800

(céls/uL)

Linfécitos 720 — 5.400
(céls/uL)

Monocitos 180 —1.800
(céls/uL)

Fonte: Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria “Professor Dr. Joaquim Martins
Ferreira Neto” do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”,
FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, SP.
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APENDICE B. Valores bioquimicos de referéncia para a espécie canina.

Tabela 1B. Parametros bioquimicos séricos de referéncia para a espécie canina.

Parametros Valores
Creatinina 05-1,5
(mg/dL)
Ureia 15-65
(mg/dL)
Calcio 8,6 -11,2
(mg/dL)
Foésforo 22-55
(mg/dL)
ALT 10 -88
(U/L)
FA 20 —-150
(U/L)
Proteina total 58-79
(g/dL)
Albumina 26-4,0
(g/dL)
Globulina 2,7-4,4
(g/dL)

Fonte: Laboratoério de Patologia Clinica Veterinaria “Professor Dr. Joaquim Martins
Ferreira Neto” do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”,
FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, SP.

Tabela 2B. Parametro bioguimico urinario de referéncia para a espécie canina.

Parametro Valores

Densidade urinaria especifica (DEU) 1,020 — 1,045

Fonte: Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria “Professor Dr. Joaquim Martins
Ferreira Neto” do Hospital Veterindrio “Governador Laudo Natel”,
FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, SP.
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APENDICE C. REAGENTES PARA ELETROFORESE (SDS-PAGE)

TRIZ HCL — 2,0 M — Ph 8,9 (GEL DE CORRIDA)

THZ BAS@ (PM: 121,1) ittt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeennne 121,19
Completar para 500 mL com agua deionizada

Acertar para pH 8,9

Filtrar a solucdo e guardar em geladeira

TRIZ HCL 0,617 M (GEL EMPILHADOR)

THZ BASE (PM: 121, 1) ittt e e e e e e e e 7,475¢
Completar para 100 mL com agua deionizada

Acertar pH 6,8

Filtrar solucdo e guardar em geladeira

ACRILAMIDA/BIS (30% T/ 1,866% C) (para sangue)

Acrilamida para eletroforese Sigma (PM: 71,08)........ccccoviiiiiiiiiiiiiriiiiiei e 73,009
N,N-metileno-bis-acrilamida para eletroforese Sigma............ccooovvviiiiiiiiiiiiiiienenn. 2,009
Completar para 250 mL com agua deionizada (aquecer se necessario)

EDTA 0,5M

(Etilenodinitrilo) acido tetracético tetrassodico(PM: 380,20).........cccccevieiiieeeeeennn. 19,019
Completar para 100 mL com agua deionizada

Acertar pH 8,3

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDS) 10%
Lauril sulfato de s0dio Sigma (PM: 288,4)........ceiieiiiiiiieeeiiiiiiiiie e e e eaeeee 10,009

Completar para 100 mL com agua deionizada

COMASSIE BLUE 0,2% (BRILLIANT BLUE R — 250)
Y/ 1<) =T (o] F 500mL
Yo 1o [0 X oL =) (1oL o TOT TR USSR OURRRRSRRRI 100mL

AQUA DIJESHIAAA. .......c.c.veeieieeieeeecceee et 400mL



Comassie blue (Brilliant BIUE R)......ccooiiiiiiii s e 29

Deixar em repouso durante 2 horas e filtrar

GEL MIX (TAMPAO DA AMOSTRA PARA PROTEINAS DESNATURADAS)

Lauril sulfato de SOAI0 L0%0......cccoeiiiiiiiiiiiiiiieie e 10,0mL
o D 1 0 ' PN 4,0mL
Triz-fosfato 0,617 M, PH 6,8......cooiiiiiiiiiiii e 5,0mL
METrCAPIOBTANOL. ... ... e e aan 3,0mL
(] 1071 (o | 10,0mL
AQUA DEIONMIZATA. .......oecveeeeeeceeeee et te e 18,0mL
Azul de bromofenol (Bromphenol BIUE)...........coiiiiiiiiiiiiiii e 5,0mg

Separar em frac6es de uso (450 ou 900 uL) — manter no freezer até o momento do

uso

PERSULFATO DE AMONIA 10%

Persulfato de amONIa........ccooiiiiieee e —————————————— 0,19
AQUA AEIONIZATAL .........eeieeeieee et et e e 1,0mL
Preparar no momento da confecc¢éo do gel

PREPARACAO DAS ALIQUOTAS DO MARKER E DAS PROTEINAS
PURIFICADAS
8 uL de marker
2 uL de gel mix

Congelar até o momento do fracionamento (ou preparar na hora do uso)

PBS — CALCIO FREE ( TAMPAO FOSFATO SALINA)

N = L 2,09
O USSR 0,0625¢g
N F ol | 2 52 1 0,2875g
KHZP O 4.ttt e e e ettt as 0,050¢g

Completar para 250 mL com agua deionizada

Ajustar pH para 7,2 — conservar em geladeira
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DESCORANTE
V=] = g (o | 250,0mL
ACIHO BCALICO. ...ttt e et ettt e ettt e et e e e e e e 100,0mL

Completar para 1000 mL com agua destilada
Para acelerar o processo de descoloracéo, os géis podem ser colocados em estufa a
40°C

TAMPAO DE CORRIDA CONCENTRADO (10x)

74 4= = = T OSSP 63,29
€] 1T | = USSP 39,99
] I 10g

Completar para 1000 mL com &gua destilada

Obs: para uso na corrida usar tampéao de corrida diluido

TAMPAO DE CORRIDA DILUIDO (tampé&o de uso na cuba)
Medir 100 mL do Tampéao de corrida concentrado (10x) e completar o volume para
1000 mL



