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RESUMO

SILVA, LS. Imunopatologia da nefropatia em cées naturalmente infectados por Ehrlichia
canis e co-infectados com Leishmania (Leishmania) infantum (tese). Universidade
Federal do Piaui; 2015.

Ehrlichia canis € uma bactéria gram-negativa, agente etioldgico da Erliquiose Monocitica
Canina (EMC). A co-infeccdo com Leishmania (Leishmania) infantum é comum em caes
domeésticos. Ambas, afetam 6rgédos do sistema fagocitico mononuclear e podem levar ao
comprometimento renal. A patologia renal na EMC é pouco explorada, o que nos levou
primeiramente a caracterizar as les6es histopatoldgicas nos rins de caes afetados pela E.
canis. Posteriormente, estendemos nosso estudo para uma avaliacdo comparativa da
resposta imunoldgica na lesdo renal de cdes com EMC, cées infectados com L. (L.)
infantum e co-infectados. Para tanto, foram utilizados 10 cées naturalmente infectados
com L. (L.) infantum, 12 cées naturalmente infectados com E. canis, 15 cées co-infectados
e 6 cdes sadios. Apods avaliacdo clinica e confirmacédo do diagnostico realizado por nested-
PCR para E. canis, e por pesquisa direta, testes soroldgicos e imunoistoquimica para L.
L. infantum, os animais foram eutanasiados e fragmentos de rins foram obtidos para
exame histopatologico (Hematoxilina-Eosina [H-E], Tricromio de Masson, periodic
acid-Schiff [PAS], periodic acid-methenamine silver [PAMS] e Vermelho Congo), e para
deteccdo de células T CD4 e CD8, bem como de imunoglobulinas IgG, IgM e IgA por
imunoistoquimica. Na analise histopatoldgica de rins de cdes com EMC, em 100% dos
casos havia lesbes glomerulares e tubulointersticiais. A lesdo glomerular era do tipo
membranoproliferativa em 83,33%, e proliferativa em 16,67% dos cées infectados com E.
canis. A distribuicdo das lesdes nos glomérulos afetados variou entre focal e difusa em
intensidade média a moderada, observou-se hipercelularidade no mesangio e
espessamento da matriz mesangial, bem como espessamento da capsula urinaria e, em
alguns casos da membrana basal dos capilares glomerulares. Nefrite intersticial estava
presente na regido cortical em todos os cées infectados, com infiltrado inflamatério em
intensidade minima a severa constituido por linfécitos, macréfagos e plasmdcitos,
localizado no intersticio e nas regides periglomerular e perivascular. Sendo que a
contagem diferencial mostrou predominancia de linfécitos em comparacdo com
plasmécitos e macréfagos. Fibrose intersticial e cilindros hialinos foram observados em
menor intensidade. Na analise comparativa entre os cdes com E. canis, cdes com L. (L.)
infantum e os co-infectados, as alteracGes glomerulares nos rins de cdes com EMC eram
menos intensas em relacdo aos demais grupos de animais infectados. Nestes, a lesdo
glomerular predominante também foi do tipo membranoproliferativa, sendo que se
destacou em intensidade mais severa no grupo dos cdes com L. (L.) infantum e nos co-
infectados, bem como a fibrose e nefrite intersticial. Na analise morfométrica do infiltrado
inflamatdrio, o predominio de linfocitos foi significante nos cédes infectados com E.
canis em relacdo aos cdes com Leishmania, nos quais havia um predominio de histiocitos.
Na analise imunoistoquimica, as células T CD4" estavam presentes nos glomérulos e no
infiltrado inflamatdrio intersticial em todos os cdes infectados com diferenca significante
quando comparados aos cdes sadios. Enquanto, células T CD8" predominaram somente
nos animais infectados por E. canis e co-infectados. De forma interessante, os glomérulos
de cdes com EMC tinham maior nimero de células T CD4" comparado aos cdes com LV.
As imunoglobulinas 1gG, IgM e IgA apresentaram um padrdo de imunomarcagdo na
regido cortical, com destaque nos capilares glomerulares, bem como na regido medular,
nos tubulos renais e no intersticio. A deposicao de IgG foi significante nos cdes com LV
na regido tubular e Iumen wvascular. Em conclusdo, a glomerulonefrite



membranoproliferativa é a principal lesdo renal em cdes com EMC e as células T CD4"
parecem ter um papel na sua patogénese, semelhante aos cdes com LV. O aumento de
células T CD8" parece contribuir para a injuria renal na EMC. O padréo de lesao renal
observada nos animais co-infectados sugere que a infec¢do por L. (L.) infantum seja a
principal responsavel pelo comprometimento renal mais severo nos casos de co-infecgéo.

Palavras-chave: E. canis, L. (L.) infantum, nefropatia, co-infeccao.



ABSTRACT

Silva LS. Immunopathology of nephropathy in dogs naturally infected by Ehrlichia canis
and co-infected by Leishmania (Leishmania) infantum (thesis). Universidade Federal do
Piaui; 2015.

Ehrlichia canis is a gram-negative bacteria, etiologic agent of Canine Ehrlichiosis
Monocytic (CME). Co-infection with Leishmania (Leishmania) infantum is common in
domestic dogs. Both pathogens affect organs of the mononuclear phagocyte system and
can lead to renal impairment. The renal pathology at CME is little investigated, which
directed us first to characterize the histopathological damage to the kidneys of dogs
affected by E. canis. Later, we extend our study to a comparison of the immune response
in renal lesions in dogs with CME, infected with L. (L.) infantum and co-infected. To this
end, 10 dogs were used naturally infected with L. (L.) infantum, 12 dogs naturally infected
with E. canis, 15 co-infected dogs and 6 healthy dogs. After clinical evaluation and
confirmation of the diagnosis by nested-PCR to E. canis and parasitology, serological and
immunohistochemical tests to L. (L.) infantum, the animals were euthanized and kidney
fragments were obtained for histopathological examination (Hematoxylin and Eosin
(HE), Masson’s trichrome, periodic acid-Schiff- PAS, periodic acid-methenamine silver
(PAMS) and Congo red stain), and for CD4 and CD8 T cells detection as well as
immunoglobulins IgG, IgM, IgA by immunohistochemistry. Histopathological analysis
reveled in dogs with CME that the main lesions were observed in the glomerulus and
tubulointerstitial region, in 100% of cases. The glomerular injury was the
membranoproliferative type in 83.33%, and proliferative in 16.67% of those infected dogs
by E. canis. The distribution of affected glomeruli was focal and diffuse with mild to
moderate intensity. Hypercellularity was observed in the mesangium and thickening of
the mesangial matrix as well as thickening of urinary capsule and glomerular basement
membrane of capillaries. Interstitial nephritis was present in the cortical region in all
infected dogs. Inflammatory infiltrate was minimum to severe constituted primarily by
lymphocytes, macrophages and plasma cells with interstitial, perivascular and
periglomerular localization. Interstitial fibrosis and hyaline casts were observed at lower
intensity. In the comparative analysis between the infected dogs with E. canis, dogs with
L. (L.) infantum and co-infected, glomerular changes in the kidneys of dogs with CME
were less intense than the other infected groups which also had membranoproliferative
glomerulonephritis as main glomerular lesion being more severe in the group of dogs with
L. (L.) infantum and co-infected, similar fibrosis and interstitial nephritis findings. In the
morphometric analysis of the inflammatory infiltrate, the increase of lymphocytes was
significant in dogs infected by E. canis when compared to dogs with Leishmania which
had a predominance of histiocytes. In immunohistochemical analysis, CD4" T cells were
significantly present in the glomeruli and interstitial inflammatory infiltration in all dogs
infected when compared to healthy dogs while CD8" T cells predominated only in
animals infected with E. canis and co-infected. Interesting, the glomeruli of dogs with
CME had higher number of CD4" T cells compared with VL dogs. 1gG, IgM and IgA
showed a pattern of immunostaining in the cortical region, especially in glomerular
capillaries, as well as in the spinal region, the renal tubules and interstitium. The 1gG
deposition was significant in dogs with VL in the tubules and vascular lumen. In
conclusion, the membranoproliferative glomerulonephritis is the main renal lesion in
dogs with CME and CD4" T cells seem to play a role in its pathogenesis, similar to dogs
with VL. The increase of CD8" T cells appear to contribute to renal injury mainly in EMC



disease. The pattern of renal damage observed in co-infected animals suggests that the L.
(L.) infantum infection could be the main responsible for renal failure.
Keywords: E. canis, L. (L.) infantum, nephropathy, co-infection.
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1. INTRODUCAO

A Ehrlichia canis é uma bactéria gram-negativa, estritamente intracelular, agente
etiologico da erliquiose monocitica canina (EMC), transmitida pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus. No Brasil € uma doenca endémica em varias regides, sendo
umas das doengas mais importantes que acometem os cdes, podendo levar o animal a
Obito. Os sinais clinicos variam com a severidade da infeccdo, a resposta imune do
hospedeiro e a presenca de co-infeccdo com outros patdgenos.

A Leishmania (Leishmania) infantum, protozoario responsavel pela leishmaniose
visceral canina (LVC) e humana, também é endémica no Brasil e considerada um grave
problema de salde publica, com forte impacto econdmico e social. O cdo tem um papel
fundamental na cadeia epidemioldgica devido ao alto parasitismo cutaneo. Além disso, o
cdo é bastante susceptivel a infec¢do por L. (L.) infantum desenvolvendo a doenca em sua
forma plena.

Tanto a EMC quanto a LVC afetam érgdos do sistema fagocitico mononuclear como
baco, figado, linfonodos e medula éssea levando a manifestacdes clinicas semelhantes,
culminando com linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia, trombocitopenia e
pancitopenia. Nesses compartimentos, as alteracfes histopatologicas sdo classicamente
descritas em diversos estudos. No entanto, nos rins ainda sdo escassas pesquisas
demonstrando 0os mecanismos patologicos que levam a génese das lesdes renais nessas
doencas, particularmente, na EMC e em cées co-infectados.

No curso da erliquiose e da leishmaniose visceral, os rins sdo frequentemente
acometidos. Na LVC, os padrdes de leséo renal foram classificados pelo grupo de pesquisa
do Prof. Dr. Franscisco Assis Lima Costa, sendo estes constituidos predominantemente
por glomerulonefrites proliferativas, notavelmente, determinados pela presenca de células
mononucleares, principalmente células T, em destaque as células T CD4™ Essa abordagem
despertou uma nova visdo acerca dos elementos determinantes na patogénese da lesdo
renal, uma vez que a deposic¢do de complexo imune era o principal mecanismo aceito. Na
erliquiose canina ndo se tem estabelecido critérios para avaliacdo da lesdo renal. No
entanto, pesquisas demonstram tanto na infec¢éo natural e/ou experimental por E. canis,
um infiltrado predominantemente plasmocitario na juncdo corticomedular renal

caracteristico de uma forte resposta imune humoral.
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Visto que na LVC, a morte dos animais geralmente é decorrente da insuficiéncia
renal e que o cdo é um excelente modelo para o estudo da LV; e considerando que na
EMC pouco se sabe acerca dos mecanismos imunopatoldgicos envolvidos na lesdo renal,
neste trabalho propomos caracterizar o padrdo de lesdo renal em cdes com EMC,
sobretudo nos glomérulos, além de investigar a participacdo de elementos imunes na
génese das lesdes nos rins de cdes monoinfectados com E. canis fazendo uma andlise
comparativa do comprometimento renal dos cédes co-infectados com L. (L.) infantum e

animais com LV.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Erliquiose Monocitica Canina (EMC)

A Erliquiose Monocitica Canina (EMC) e causada pela Ehrlichia canis, uma
bactéria gram-negativa, intracelular obrigatdria, pertencente a ordem Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae, género Ehrlichia spp (Dumler et al., 2001). A principal forma
de transmissdo € pela picada de carrapatos, fato que justifica a alta prevaléncia em clima
tropical, por favorecer o desenvolvimento do vetor e consequente transmissdo de
hemoparasitas (Carlos et al., 2007; Dantas-Torres, 2008). O principal vetor é o carrapato
Rhipicephalus sanguineus, no entanto, outras espécies como Dermatocentor variabilis
(Dantas-Torres, 2008; Rene-Martellet et al., 2015). Ixodes scapularis e Ixodes ricinus
(Dagnone, Morais e Vidotto, 2001; Nicholson et al., 2010) sdo apontadas como
transmissores em infeccdo experimental. A EMC é considerada uma das mais severas
doencas transmitidas por carrapatos (Rene-Martellet et al., 2015).

A EMC ¢é uma doenca de ocorréncia mundial atingindo principalmente regides
tropicais e subtropicais. No Brasil, desde o primeiro relato em Belo Horizonte (Costa et
al., 1973), a EMC vem sendo confirmada em diversas regibes do pais com taxa de
soropositividade nos cées, variando de 4,8 a 70% em areas urbanas (Tanikawa et al.,
2013; Vieira et al., 2013). Na cidade de Teresina-Pl, em trabalhos anteriores realizados
por nosso grupo, utilizando a técnica de PCR, demonstraram em 270 cdes em area urbana,
que a frequéncia de infectados por E. canis era de aproximadamente 29% (Silva, 2010);
e em pesquisas mais recentes realizadas em cées de areas urbana e rural, também
utilizando a técnica de PCR, foi detectada Ehrlichia sp em 26,29% na zona urbana e

49,75% na area rural (Fonseca, 2014).
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Apos a inoculacdo de E. canis no cdo, a bactéria invade células do sistema
fagocitico mononuclear disseminando-se para varios tecidos (Moreira et al., 2003). A
EMC pode ser aguda, subclinica ou cronica (Oria, Pereira e Laus, 2004). A doenca na
fase aguda ocorre entre uma a trés semanas apés o inicio da infeccdo, geralmente cursa
com febre, depressdo, anorexia, perda de peso, secrecdo nasal e ocular, letargia,
esplenomegalia, linfadenomegalia, trombocitopenia e anemia ndo regenerativa
(Breitschwerdt, 2004; Hasegawa, 2005; Aguiar et al., 2007; Silva, 2010). Na fase
subclinica, o animal tem aparente recuperacgéo da fase aguda com sinais clinicos ausentes
ou minimos, embora a infec¢do persista. Nesse caso, observa-se elevados titulos de
anticorpos, alteragdes hematoldgicas discretas, como anemia nao regenerativa,
leucopenia e trombocitopenia (Harrus et al., 1999; Borin, Crivelenti e Ferreira, 2009).
Apobs a fase subclinica, o animal pode recuperar-se ou progredir para um quadro crénico
(Breitschwerdt, 2004), neste ultimo, alteracbes severas sdo observadas como
comprometimento da medula 6ssea e consequente pancitopenia (Mylonakis et al., 2004;
Breitschwerdt, 2004; Nakaghi et al., 2008). Segundo Couto (2003), os animais
apresentam perda de peso, febre, sangramento espontaneo, palidez, linfadenopatia
generalizada, hepatoesplenomegalia, uveite anterior e/ou posterior, sinais neurolégicos
causados por meningoencefalomielite, poliartrite, edema de membros e sinais decorrentes
da hiperplasia linforreticular.

Trombocitopenia, anemia ndo regenerativa e leucopenia sdo as alteragdes
hematol6gicas mais citadas na erliquiose canina (Harrus et al., 1999). A reducdo de
plaquetas € observada frequentemente em todas as fases de infeccdo, seja em infecgédo
natural e/ou experimental (Moreira et al., 2003; De Castro et al., 2004; Nakaghi et al.,

2008).
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Alteracdes bioguimicas também sdo comuns na EMC, geralmente, caracterizadas
por hiperproteinemia com hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia (De Castro et al.,
2004; Watanabe et al., 2006; Roqueplo et al., 2009). Além disso, elevacGes das atividades
de aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), alanina aminotransferase
(ALT) (Costa et al., 2015), e aumento nas concentracOes séricas de uréia, creatinina e
fosforo sdo observadas (Troy e Forrester, 1990).

A patogenia da EMC parece estar relacionada a citotoxicidade dependente de
anticorpos (Kakoma et al., 1977; De Castro et al., 2004) levando a intensa vasculite em
diferentes o6rgdos, nos quais € observado infiltrado inflamatorio perivascular
predominantemente plasmocitario (Simpson, 1974; De Castro et al., 2004). Em
consequéncia, observa-se nefrite intersticial, inflamacdo perivascular e degeneracédo
hidropica no figado, meningo-encefalite ndo supurativa, esplenomegalia e hiperplasia de
corddes medulares (De Castro et al., 2004).

A E. canis desenvolveu habilidades para evadir-se dos mecanismos imunol6gicos
inato e adaptativo, 0 que permite a sua sobrevivéncia no hospedeiro, por meio da
producdo de proteinas que impedem a fusao do fagolisossomo no interior dos macréfagos
(Wells e Rikihisa, 1988). Além disso, a persisténcia de E. canis nos tecidos induz a
producdo de altos niveis de IgM e IgG o que facilita a sua entrada nas células do sistema
fagocitico mononuclear por opsonizacdo, e consequente manutencdo da sua
sobrevivéncia nos tecidos (Ristic e Holland, 1993). Em contrapartida, estudos
experimentais demonstraram que a resposta imune humoral é essencial contra a infeccéo
por E. canis (Lewis, Hill e Ristic, 1978).

A imunopatogenia da EMC ainda néo esta totalmente esclarecida. Alguns estudos
sugerem que 0 mecanismo de resposta imune protetora é T-dependente e com elevada

concentracdo de IFN-y (Tajima e Rikihisa, 2005; Unver, Huang e Rikihisa, 2006), uma
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vez que foi evidenciado que a infec¢do por E. canis induz uma queda acentuada nas
subpopulacdes de linfécitos T CD4*, MHC II* e CD45R" caracterizando o quadro
imunossupressor da doenca (Harrus et al., 2003; Heeb et al., 2003). Outras pesquisas
demonstraram também na imunofenotipagem de células de linfonodo e bagco que as
populacdes de células T CD3" e CD8" estavam alteradas (De Castro et al., 2004).

O diagnostico da EMC pode ser realizado por meio de pesquisa direta em
esfregacos sanguineos, aspirados de baco, medula 6ssea e linfonodos. Entretanto, devido
a variacao da parasitemia durante o curso da doenca, o exame direto € pouco sensivel para
casos subclinicos e/ou assintomaticos (Hildebrandt et al., 1973a), uma vez que as mérulas
praticamente s6 sdo encontradas na fase aguda (De Castro et al., 2004). Atualmente, testes
soroldgicos e moleculares constituem ferramentas Uteis no diagnostico da EMC por
apresentarem bons indices de sensibilidade e especificidade (Harrus e Waner, 2011).

Os testes soroldgicos comumente utilizados na rotina laboratorial para diagnostico
de EMC sdo: Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para anticorpos IgG anti-E.
canis, sendo considerada "padrao ouro” (Waner et al., 2001); e a técnica Enzime-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), sendo que existem alguns testes comerciais disponiveis,
os quais identificam IgG para E. canis, como o Immunocomb® (recombinant major
antigenic protein 2 - rMAP2 — Biogal, Israel) e 0 Snap® 3Dx e 4Dx (IDEXX Laboratories

Inc.,USA) (Harrus e Waner, 2011).

2.1.1 Nefropatia na EMC

No curso da EMC sabe-se que na fase cronica ha comprometimento renal (Frank

e Breitschwerdt, 1999). Muito embora a falha renal ndo seja uma alteragédo

frequentemente associada a erliquiose, estudos demonstram que a deposi¢do de imuno-
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complexos nos rins podem desencadear uma glomerulonefrite e predispor o animal a
proteinuria (Frank e Breitschwerdt, 1999; Harrus et al., 2001). Esta foi caracterizada na
infeccdo experimental de cdes com E. canis, 0s quais desenvolveram uma proteindria
transitdria, com perda de albumina, entre duas a trés semanas apo6s a infeccdo (Codner e
Maslin, 1992).

O aumento da excrecdo de proteinas de cadeia leve em cdes com Ehrlichia spp
e/ou Babesia spp ocorre devido o envolvimento tubular, além de glomerular (Bonfanti et
al., 2004). Em alguns casos também se observa aumento nas concentracfes séricas de
ureia e creatinina sugestivo de azotemia preé-renal e/ou glomerulopatia nos casos crénicos
(Sousa et al., 2010).

Mesmo constatado na literatura que o comprometimento renal é evidente na EMC,
poucos estudos focaram na patogénese da nefropatia nessa doenca (Codnet et al, 1992;
De Castro et al., 2004). A glomerulopatia encontrada ha EMC devido a deposicdo de
imunocomplexos sugere que o quadro de vasculite imunomediada pode desempenhar
papel central na lesdo renal, bem como, nos demais 6rgaos (Simpson, 1974; De Castro et
al., 2004).

Os principais achados histopatoldgicos séo caracterizados por glomerulonefrite
intersticial cronica multifocal com presenca de infiltrado mononuclear (De Castro et al.,
2004) e infiltrado cortical linfoplasmocitario (Codner et al, 1992). Além disso, também
é relatado infiltrado plasmocitario perivascular na juncdo corticomedular, edema
perivenular/periglomerular e necrose focal seguido de infiltrado celular (Hildebrandt et
al., 1973b; Reardon e Pierce, 1981). Acredita-se também que a infeccdo por E. canis pode
ser responsavel por insuficiéncia renal por amiloidose (Luckschander, Kleiter e
Willmann, 2003).

2.2 Leishmaniose visceral canina (LVC)

As leishmanioses sdo atualmente um dos principais problemas de saide publica
em todo o mundo (Alvar et al., 2012; Faria e Andrade, 2012). Sdo causadas por espécies
de Leishmania, sendo que algumas podem desencadear manifestacGes restritas a pele e
mucosas, enquanto outras afetam principalmente os orgdos do sistema fagocitico

mononuclear, causando a Leismaniose Visceral (LV) (Quinnell e Courtenay, 2009).
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A LV ocorre em mais de 70 paises dos cinco continentes, a excecdo da Antartica
e da Austrélia situada na Oceania. Registros epidemioldgicos indicam que 90% dos casos
concentram-se na India, Bangladesh, Brasil, Nepal e Suddo (Alvar et al., 2012). Na
Ameérica Latina, a doenca ocorre desde o México até Sul da Argentina, exceto no Chile
(Travi et al., 2002; Alvar et al., 2012; PAHO/OMS, 2013; Vilas et al., 2014). Cerca de
4000 novos casos de LV séo relatados anualmente, sendo que 96,6% dos casos relatados
ocorrem no Brasil (PAHO/OMS, 2013).

A LV, mesmo diagnosticada no Brasil desde 1913, s6 chamou atencdo das
autoridades publicas diante da grave epidemia registrada em Sobral (Ceara) em 1953, a
qual foi fatal para 100 pacientes humanos (Deane e Deane, 1955). Desde entédo, a doenga
vem se expandido para grandes centros urbanos, atingindo mais de 1.200 municipios em
21 estados brasileiros (Werneck, 2010). Em Teresina-Pl, a prevaléncia chegou a 16,34
casos/100.000 habitantes entre 1999 a 2009 (Drumond e Costa, 2011).

No Brasil, a LV é uma doenca zoonética, e os cdes desempenham papel
fundamental na cadeia epidemioldgica em decorréncia do intenso parasitismo cutaneo e
sua susceptibilidade a infeccdo por L. (L.) infantum (Menezes-Souza et al., 2011). A
prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVVC) nos estados brasileiros é varidvel, mas
em areas endémicas pode atingir uma prevaléncia de 80% da populacéo canina (Solano-
Gallego et al., 2001). Na cidade de Teresina-PI foram registrados aproximadamente 19,7
casos para cada 1000 cdes entre 1999 a 2009 (Drumond e Costa, 2011).

A LVC é uma doenga sistémica grave para a populacdo canina, quando o parasito
é inoculado pelo flebotomineo durante o repasto sanguineo, ocorre a sua disseminacao,
em particular, nos 6rgaos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear, como baco,
figado, medula dssea e linfonodo (Lainson, Ryan e Shaw, 1987; Tafuri et al., 2001). O
animal pode permanecer assintomatico ou apresentar sinais clinicos, dependendo do tipo
de resposta imune estabelecida pelo hospedeiro ap6s a interagcdo com o parasito (Baptista-
Fernandes et al., 2007; Alexandre-Pires et al., 2010).

Usualmente, a infec¢do leishmaniotica causa doenca sistémica crbnica, a qual é
caracterizada por diversos sinais clinicos como febre irregular, anemia, perda de peso,
linfadenomegalia localizada ou generalizada, hepatoesplenomegalia, lesbes
dermatoldgicas, diarreia, faléncia renal, lesbes oftalmicas, epistaxe e onicogrifose
(Baneth et al., 2008; Freitas et al., 2012). Ocasionalmente sdo observadas alteracfes
locomotoras, respiratorias e/ou cardiacas (Barbieri, 2006; Reis et al., 2006a; Ikeda-

Garcia et al., 2007). Essa varia¢do do quadro clinico é influenciada por fatores intrinsecos
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do hospedeiro como idade, sexo, nutricdo, genética e comorbidades, e aqueles
relacionados ao parasito como viruléncia da cepa e a carga parasitaria inoculada (Solano-
Gallego et al., 2000; Koutinas e Koutinas, 2014), o que dificulta o diagnéstico de LVC
em areas endémicas (Aguiar et al., 2007).

A LVC é uma doenga imunomediada, porém os elementos relacionados com
resisténcia e susceptibilidade ainda ndo sdo bem estabelecidos, uma vez que uma resposta
mista Th1/Th2 é observada nos cdes sintomaticos e assintomaticos (Koutinas e Koutinas,
2014). Estudos descreveram em diferentes tecidos que a resposta protetora esta associada
ao perfil Thl com producdo de IFN-y, IL-2 e TNF-a correlacionando-0S com sinais
clinicos e a carga parasitaria (Carrillo e Moreno, 2009). J& na fase ativa da LVVC ocorre
uma falha na resposta linfoproliferativa e uma reducdo no nimero de células T CD4*
(Bourdoiseau et al., 1997; Moreno et al., 1999; Guarga et al., 2000).

A resposta policlonal também tem sido descrita na LVC como marcador de
resisténcia e/ou susceptibilidade (Cardoso et al., 2007). Em cdes com LV podem ser
detectados niveis elevados das quatro subclasses de 1gG (IgG1-1gG4), sendo que 1gG1 e
1gG2 sdo as mais indicadas na caracterizacdo do perfil clinico do animal do que 1gG total
(Quinnell et al., 2003). Alguns estudos demonstraram em cdes assintomaticos que o
aumento de 1gG1 esta associado com mecanismos protetores, e que 1gG2 tem correlacdo
com cdes infectados com sinal clinico mais severo e com maior parasitismo (Reis et al.,
2006b). Outras imunoglobulinas como IgM, IgA e IgE também tem sido relatadas na
LVC e consideradas importantes marcadores para a progressao da doenca (Reis et al.,
2006b; Rodriguez-Cortes et al., 2007).

O diagnostico da LVC ainda tem como padrdo-ouro o exame parasitolégico. No
entanto, o Ministério da Saude recomenda o uso dos testes sorolégicos como o
imunocromatografico DPP® (Bio-Manguinhos) como triagem, e o0 teste
imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay = ELISA- Bio-Manguinhos)
como confirmatdrio. Técnicas moleculares, como a Reacdo da Cadeia em Polimerase —
PCR, também podem ser empregadas como método para confirmacédo da infeccdo (Faria
e Andrade, 2012).

2.2.1. Nefropatia na LVC

Os aspectos imunopatolégicos em 0Orgdos pertencentes ao sistema fagocitico

mononuclear sdo classicamente descritos em cdes com LV (Tafuri, 2001; Reis et al.,
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2009). No entanto, 6rgdos como rins, coracdo e pulmao também sdo acometidos e estudos
recentes tem caracterizado a lesdo tecidual e os seus mecanimos patologicos (Alves et al.,
2010; Costa et al., 2010; Rigo et al., 2013; Rosa et al., 2014). Desses 6rgdos, 0
comprometimento renal assume uma importancia impar na LVC, uma vez que na
literatura ha varios relatos dessa alteracdo como a principal causa de morte dos cdes
infectados (Lopez et al., 1996; Noli, 1999).

Nos achados laboratoriais indicativos de lesdo renal na LVC observa-se
hipoalbuminemia devido a perda renal, azotemia/uremia relacionada a progressao da
glomerulopatia, proteindria como reflexo do aumento da permeabilidade capilar
glomerular a proteinas do plasma, e no exame do sedimento urinario também podem estar
presentes leucocitos e hemécias (Nieto et al., 1992; Moura, Paula e Soares, 2002; Costa
et al., 2003; Soares et al., 2005).

Mesmo que Vérios estudos tenham atribuido a falha renal como causa de morte
dos cées com LV, ainda é pouco esclarecida a sua patogénese (Lopez et al., 1996; Noli,
1999; Costa et al., 2010). Tanto em modelo humano, canino e murino com LV ha
controvérsias acerca dos elementos que levam a lesdo renal. Deposicdo de
imunocomplexos, ativacdo de células T e moléculas de adesdo sdo descritas como
possiveis mecanismos que levam a injuria renal (Elshafie et al., 2006; Prianti et al., 2007;
Costa et al., 2010).

Na LVC, estudos realizados por Costa et al. (2003) foram pioneiros na avalia¢do
e classificacdo histopatoldgica das lesfes renais em cédes naturalmente infectados por L.
(L.) infantum em é&rea endémica com base nos critérios utilizados pela Organizagdo
Mundial de Saude para casos humanos. Eles demonstraram que em 100% dos cdes com
LV havia predominio de glomerulonefrites proliferativas, e 78,2% apresentaram nefrite
intersticial. Outras alteraces como degeneracdo hialina e vacuolar, atrofia tubular e
fibrose também foram evidenciadas nos cdes com LVC.

Os primeiros relatos sobre os mecanismos patogénicos responsaveis pelo
envolvimento renal na LVVC sugeriram que a deposicao de imunocomplexos causavam as
glomerulopatias observadas em cdes com LV. Mancianti, Poli e Bionda, 1989 detectaram
depositos de IgG no tecido renal de cdes naturalmente infectados por L. (L) infantum,
sendo que essa imunoglobulina era policlonal e reconhecia antigenos de membrana de
Leishmania. Seguindo ainda essa abordagem, Lopez et al. (1996) determinaram elevadas
concentragdes de complexos imunes em cdes com LV associando-as a uma

hipercreatinemia. Outro estudo revelou por imunomarcacao depdsitos de 1gG, IgM e C3
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em &reas mesangiais como também na parede dos capilares glomerulares, reforcando essa
hipotese (Poli et al., 1991). Todavia, estudos utilizando camundongos BALB/c e
hamsteres como modelo, contraria a hipotese de que a deposicao de imunocomplexo seja
suficiente para explicar o comprometimento renal, pois os autores demonstraram
deposicdo inexpressiva de moléculas C3, bem como participagdo transitéria das
imunoglobulinas, j& que a imunomarcagdo de IgG em tecido renal foi significantemente
maior na fase inicial da doenca (Mathias, Costa e Goto, 2001; Prianti et al., 2007).
Estendendo a mesma abordagem para 0 modelo canino, Costa et al. (2010) revelaram pela
primeira vez em rins de cdes naturalmente infectados por L. (L.) infantum que n&o havia
nenhuma diferenca significante na intensidade do deposito de C3b, particularmente no
glomérulo, em relacéo aos cées sadios. Também foi demonstrado que a deposicao de C3b,
IgG e antigenos de Leishmania se encontravam em diferentes compartimentos, nao
formando imunocomplexos.

Por outro lado, vém sendo constatada a participacao de linfécitos T, citocinas e
moléculas de adesdo na lesdo renal na LV (Costa et al., 2010). Pesquisas com cées
naturalmente infectados mostram hipercelularidade glomerular, com presenca marcante
de células mononucleares, predominando linfécitos T CD4". Nesse mesmo trabalho foi
demonstrado diminuicdo de expressdao de TNF e de apoptose nos animais infectados
guando comparado aos animais do grupo controle. Em outro trabalho do mesmo grupo,
utilizando modelo murino, foi observado presenca marcante tanto de células T, quanto de
macrofagos (Prianti et al., 2007), justificando o padrdo proliferativo da glomerulonefrite
na LVC.

2.3 Glomerulonefrites

As glomerulopatias sdo constituidas por um grupo de doencas que acometem 0s
glomérulos, sendo a glomerulonefrite (GN) a forma mais comum caracterizada por
diferentes padrdes histoldgicos (Miguel e Rodriguez Puyol, 2007). O dano irreversivel ao
rim ocorre quando a lesdo glomerular atinge a regido tubulointersticial comprometendo a
funcdo do orgdo em toda sua extensao.

As Glomerulonefrites podem ser classificadas em: GN proliferativa, GN
membranoproliferativa, GN membranosa e GN esclerotica. Histologicamente, a GN
proliferativa é caracterizada pelo aumento da celularidade do tufo glomerular devido a

proliferacdo de células endoteliais, epiteliais, mesangiais e glomerulares, bem como ao
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influxo de células inflamatérias envolvendo o mesangio. Na GN membranosa ocorre um
espessamento difuso da membrana basal do capilar glomerular, e na GN
membranoproliferativa observa-se hipercelularidade com proliferagdo de células
glomerulares e espessamento da membrana basal capilar e mesangio. Ja na GN
esclerética, os glomérulos estdo gravemente afetados, diminuidos de tamanho e
hialinizados devido ao aumento do tecido conjuntivo fibroso e matriz mesangial com
perda de capilares glomerulares (Santos e Alessi, 2010; Mcgavin Zachary, 2013).

A imunidade humoral e celular contribui na imunopatogénese da glomerulonefrite
e pode ter importante papel na determinacdo nos diferentes padrdes histologicos (Kurts
et al., 2013). Imunoglobulinas monoclonais (Ig) comprometem o rim envolvendo
deposicdo de uma Ig inteira ou dos seus componentes no glomérulo e com menos
frequéncia apds a formacdo de anticorpos direcionados contra antigenos existentes na
membrana basal glomerular (Karras et al., 2002; Nasr et al., 2009; Pedchenko et al.,
2010). A GN por imunocomplexos geralmente esta associada a infecgdes persistentes que
apresentam uma antigenemia prolongada, que aumenta a formacédo de imunocomplexos
solGveis cuja localizacdo nos capilares glomerulares estimula a formacdo de
quimiotéticos para neutrofilos que liberam proteases que lesam a membrana basal, esta
quando persiste a lesdo glomerular ¢ intensificada pela acdo de moléculas biologicamente
ativas a partir de infiltracdes de mondcitos nas fases posteriores a inflamacéo aguda (
Mcgavin e Zachary, 2013).

Células T também participam na imunopatogenia da GN, uma vez que foi
constatado que subpopulacdes de células T CD4* ativam diferentes mecanismos efetores
que resultam em diferentes padrdes e severidade da injdria glomerular (Wu et al., 2002;
Kurts et al., 2013). Em modelo murino foi demonstrado que a transferéncia de células T
CD4* e T CD8" especificas para antigenos glomerulares podem causar danos ao rim. A
liberacdo de antigenos glomerulares inicia um ciclo vicioso envolvendo a apresentacdo
antigénica pelas celulas dendriticas residentes as células T, com isso havendo produgdo
acentuada de quimiocinas e citocinas inflamatérias, maior influxo de células T CD8" e
macrofagos e consequente lesdo tecidual (Wu et al., 2002; Kurts et al., 2007). A
participagdo das celulas T tem sido associada as GN proliferativas/crescénticas (Tipping
etal., 1998).

LesGes glomerulares observadas em infeccGes parasitarias apresentam uma
variedade de lesBes, em sua maioria sdo proliferativas, exibindo acimulo de células no

tufo  glomerular, do tipo  glomerulonefrite ~ mesangioproliferativa  ou
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membranoproliferativa. Também sdo observadas lesdes glomerulares com pouca ou

nenhuma proliferagéo (Van Velthuysen e Florquin, 2000).

2.4 Co-infecgéo com E. canis e L. (L.) infantum

As condi¢bes ambientais dos paises tropicais e subtropicais favorecem a
sobrevivéncia de uma variedade de vetores que podem transmitir a0 mesmo tempo
diferentes agentes etioldgicos (Trotz-William e Trees, 2003; Dantas-Torres, 2008). Nesse
contexto, a infeccdo simultanea desses parasitos representa um desafio no diagnostico,
terapéutica e progndstico para o animal acometido.

Estudos recentes vém demonstrando a importancia da co-infecgdo entre L. (L.)
infantum e E. canis na populagdo canina, uma vez que podem levar a um quadro clinico-
patoldgico mais severo (Andrade et al., 2014). Muito embora a prevaléncia de agentes
co-infectantes seja pouco relatada, trabalhos realizados em algumas regides brasileiras
demonstraram uma taxa de co-infec¢do variando entre 6,0-74,3% entre L. (L.) infantum e
E. canis (Silva, 2010; Paulan et al., 2013). Teresina-Piaui é uma &rea endémica para esses
agentes, em estudo realizado anteriormente por nosso grupo, Silva (2010) observou
percentual de co-infeccdo com E. canis e Leishmania de 6,30%; com E. canis, A. platys
e Leishmania de 5,18%; e 9,26% por A. platys e Leishmania. O diagnéstico de
Leishmania foi confirmado por pesquisa direta de amastigotas em aspirados de medula e
linfonodo, portanto, esse percentual pode estar subestimado pela baixa sensibilidade da
técnica comparado a técnicas soroldgicas e/ou moleculares.

Tanto E. canis quanto L.(L.) infantum, sdo parasitos intracelulares obrigatérios de
células do sistema fagocitario mononuclear (Killick-Kendrick, 1990; Dumler et al.,
2001). Em ambos, o hospedeiro pode desenvolver uma resposta imune especifica celular
ou humoral (Andrade et al., 2014). As manifestacdes clinicas nas duas enfermidades sdo
semelhantes e decorrem da interacdo dos patdgenos com os orgdos linfoéides como
linfonodo, baco, figado e medula 6ssea (Breitschwerdt, 2004; Soares et al., 2005; Aguiar
et al., 2007). Considerando a co-infeccdo entre esses agentes infecciosos, a L. (L.)
infantum pode levar a uma falha na resposta imune celular e humoral do hospedeiro e
consequente favorecimento para o estabelecimento ou reativacdo de uma infeccéo pré-

existente por E. canis (Barbieri, 2006). Ao mesmo tempo, € valido lembrar que E. canis
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causa uma reducdo de receptores para moléculas de MHC Il o que pode potencializar a
progressdo da LV canina (Harrus et al., 2003).

Dentre as alteracdes patoldgicas observadas tanto na EMC quanto LV, tém-se as
desordens hemostaticas, sendo que a reducdo plaquetaria se destaca em ambas as doencas
(Harrus et al., 1999; Ciaramella et al., 2005). Em algumas abordagens focadas nesse
contexto constataram que cées co-infectados com E. canis e L. (L.) infantum apresentam
trombocitopenia mais severa e com episodios hemorragicos mais frequentes do que
naqueles animais monoinfectados (Cortese et al., 2009; Andrade et al., 2014). Além
disso, foi visto que o tratamento concomitante para essas duas parasitoses é menos
eficiente na recuperacdo clinica (Cortese et al., 2009).

Um estudo recente avaliou alteracGes histopatoldgicas, hematologicas e
laboratoriais em cées naturalmente co-infectados com L. (L.) infantum e E. canis, no qual
observou uma anemia acentuada, um aumento do parasitismo cutaneo por Leishmania e
altos niveis de proteinas plasmaéticas totais, globulinas, fosfatase alcalina e creatina
quinase, o que favoreceu o quadro mais severo observado nesses caes (Andrade et al.,
2014).

O diagnostico de LV e/ou EMC em &reas endémicas tornou-se desafiador quando
questionamentos surgiram sobre a possibilidade de falsos-positivos devido as reacdes
cruzadas nos testes soroldgicos quando essas doengas acometiam simultaneamente o
animal, como demonstrado por (Gomes e Cordeiro, 2004). No entanto, estudos mais
recentes utilizando soro de cées provenientes de areas endémicas e ndo-endémicas para
LVC constataram apenas co-infeccdo entre Leishmania, Babesia canis e E. canis (Paulan
etal., 2013).

A patogénese da LV e EMC em cées co-infectados ainda ndo esta esclarecida, seja
em infeccdo natural ou experimental (Graham et al., 2007). A compreensdo dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessas doencas em casos de co-infeccdo
permite explicar as variagcdes na apresentacao clinica, na patogenicidade e na resposta a
terapéutica (Cortese et al., 2009; Andrade et al., 2014).

Neste contexto, considerando que a leishmaniose visceral pode provocar lesbes
renais graves, e que pouco se sabe sobre nefropatias na erliquiose monocitica canina, o
presente trabalho visa classificar a lesdo renal em cées naturalmente infectados por E.
canis e co-infectados por L. (L.) infantum, de modo a caracterizar a nefropatia nas duas
enfermidades, bem como investigar mecanismos imunoldgicos envolvidos apontando os

aspectos comuns e distintos que contribuem para o comprometimento renal.
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Os dados serdo apresentados na forma de dois artigos intitulados:

AlteracOes histopatoldgicas em rins de cdes naturalmente infectados por
Ehrlichia canis, seguindo as normas para publicacdo da revista Brazilian Journal
of Veterinay Pathology.

Imunopatologia da nefropatia em c&es naturalmente infectados com
Ehrlichia canis e co-infectados com Leishmania (Leishmania) infantum,

seguindo as normas para publicacédo da revista Plos One.
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3. OBJETIVOS

v Objetivo Geral

Classificar as lesdes renais e investigar 0s mecanismos imunes responsaveis pela
nefropatia em cées naturalmente infectados por Ehrlichia canis e naturalmente co-
infectados por L. (L.) infantum, de modo a identificar diferencas no padrdo de

imunomarcadores de lesdo renal nessas enfermidades.

v" Obijetivos especificos

e Caracterizar o padrdo histopatolégico da lesdo renal, em particular, da glomerulopatia
em cdes naturalmente infectados por E. canis

e Correlacionar os achados clinico-laboratoriais com a lesdo renal em caes naturalmente
infectados por E. canis

e Classificar e caracterizar o perfil das lesGes histopatolégicas nos rins dos cées
naturalmente infectados por L. (L.) infantum e naturalmente co-infectados por E.canis
e L. (L.) infantum.

e Identificar por imunomarcacdo moléculas T CD4* e CD8", bem como
imunoglobulinas IgG, IgM, e IgA nos rins dos caes naturalmente infectados com E.

canis e naturalmente co-infectados com L. (L.) infantum
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AlteracOes histopatologicas em rins de cdes naturalmente

infectados por Ehrlichia canis
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Resumo: O envolvimento renal na Erliquiose Monocitica Canina (EMC) tem sido
demonstrado em casos cronicos sem classificacdo do padrdo histopatoldgico das
glomerulopatias. Assim, no presente estudo propusemos avaliar o padrao
histopatoldgico dos tipos de glomerulopatia em rins de caes naturalmente infectados por
Ehrlichia canis correlacionando-o com as alteragdes clinico-laboratoriais. Foram
utilizados 12 cées naturalmente infectados com E. canis e seis cédes sadios. Ap6s
avaliagdo clinica e confirmag&o do diagnostico de EMC, os animais foram eutanasiados
e fragmentos de rins foram coletados para avaliacao histopatolégica (H-E, Tricromio de
Masson, PAS, PAMS e Vermelho Congo), imunoistoquimica e detec¢do molecular de

E. canis. Na analise histopatologica, a les&o renal foi observada em 100% dos cées com
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EMC, nos glomérulos e na regido tubulointersticial. A glomerulonefrite
membranoproliferativa foi evidenciada em 83,33% dos casos e proliferativa em 16,67%.
Nefrite intersticial estava presente em todos os cées infectados em intensidade variando
de minima a severa, atingindo principalmente a cortical, com infiltrado inflamatério do
tipo linfohistioplasmocitario localizado nas regides intersticial, perivascular e
periglomerular. Na contagem diferencial do infiltrado inflamatorio, o predominio de
linfdcitos foi significante em relacdo aos plasmaocitos e histidcitos. Outras alteracdes
observadas foram fibrose intersticial e cilindros hialinos. Havia uma correlacao inversa
entre os niveis séricos de albumina e a severidade da glomerulopatia. Em concluséo,
glomerulonefrite membranoproliferativa e nefrite intersticial séo as principais lesdes
renais na EMC, com participacdo de células inflamatorias, especialmente linfécitos,
sugerindo a participacdo destes na imunopatogénese da lesdo renal em cdes com EMC.
Além disso, a hipoalbuminemia parece estar associada ao comprometimento renal na
infeccdo por E. canis.

Palavras-chave: cdo, Ehrlichia canis, rins, histopatologia.

Introducéo

Erliquiose Monocitica Canina (EMC) €é considerada uma das principais
enfermidades infecciosas nos caes [34]. E uma doenca cosmopolita com maior
prevaléncia em &reas de clima tropical e subtropical [47]. O agente etioldgico da EMC é
a Ehrlichia canis, uma bacteéria intracelular obrigatoria que infecta células
mononucleares disseminando-se para varios tecidos [11], sendo transmitida para o
hospedeiro pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus [11]. Embora seja primariamente

patogénica para caninos, a bactéria tem tambeém potencial zoonético [32].
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A doenca € caracterizada por trés fases em: aguda, subclinica e cronica. As
manifestacdes clinicas quando presente sdo inespecificas como apatia, febre, vomito,
lesGes de pele, secrecdo ocular e nasal, esplenomegalia, mucosas péalidas,
linfadenopatia, e hemorragias, mas quando severa, hd comprometimento da medula
0ssea com pancitopenia, e 0 animal pode vir a 6bito [5, 14, 28, 38]. Anormalidades
como anemia, trombocitopenia, hipoalouminemia e hiperglobulinemia sdo comumente
associadas a infeccdo por E. canis. Também ¢é citado aumento sérico das concentracdes
de uréia, creatinina e fosforo [44].

Apesar de ja existirem muitas pesquisas que contribuem na elucidacao dos
mecanismos envolvidos na patogénese da EMC, ainda sdo poucos aqueles focados na
nefropatia de cées infectados com E. canis. Sabe-se que na fase aguda as células
mononucleares infectadas circulantes invadem, principalmente, pulmdes, rins e
meninges e aderem-se ao endotélio vascular levando a vasculite e a infeccao tecidual
subendotelial [39].

A insuficiéncia renal ndo é uma alteracdo frequentemente associada a erliquiose,
mas estudos demonstram que a deposi¢do de imunocomplexos nos rins podem
desencadear uma glomerulonefrite e predispor o animal a proteindria [15, 17]. Esta foi
caracterizada na infeccdo experimental de cdes com E. canis, 0s quais desenvolveram
uma proteindria transitoria, com perda de albumina, entre duas a trés semanas apos a
infecgdo [10]. Em alguns casos também se observa aumento nas concentracdes séricas
de ureia e creatinina sugestivo de azotemia pré-renal [3] e/ou glomerulopatia nos casos
cronicos [40].

Os principais achados histopatologicos sdo caracterizados por glomerulonefrite
intersticial crénica multifocal [14] com presenca de infiltrado linfoplasmocitario [9,

10]. Além disso, também é relatado infiltrado plasmocitario perivascular na juncéo
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corticomedular, edema perivenular/periglomerular e necrose focal seguido de infiltrado
celular [20, 33]. Acredita-se também que a infeccdo por E. canis pode ser responsavel
por insuficiéncia renal por amiloidose [25].

O comprometimento renal é evidente nos casos cronicos de cades com EMC, mas
a caracterizacdo morfologica das lesdes renais, particularmente, das glomerulopatias é
pouco explorada. Assim, pela primeira vez propusemos um estudo detalhado do padréo
histopatolédgico enfatizando o tipo de lesdo glomerular em rins de cdes naturalmente
infectados por E. canis de area endémica Teresina-Pl, no qual mostramos que na EMC a
patologia renal é caracterizada por les@es tanto glomerulares como tubulointersticiais,

sendo que a lesdo mais importante € a glomerulonefrite do tipo membranoproliferativa.

Material e métodos

Triagem dos animais

18 cées adultos, machos e fémeas, Sem Raca Definida (SRD), provenientes da
Geréncia de Zoonoses de Teresina, P1 (GEZOON) foram utilizados nesse estudo, sendo
12 cées infectados com E. canis e 6 cdes sadios. Os critérios para inclusdo dos cées
positivos foram por diagnostico sorolégico e molecular nested-PCR (nPCR) positivo
para erliquiose, e negativos para leptospirose (SAM) e leishmaniose visceral (exame
direto, DPP, ELISA e Imunoistoquimica). Os cdes controles eram cées errantes,
capturados para eutanasia como medida de controle da raiva urbana. Estes animais
foram mantidos sob condicdes de alojamento habituais (alojamento, alimentacéo,
temperatura e ventilagdo adequadas) no Centro de Controle de Zoonoses, na cidade de
Teresina, Pl, até eutanésia e estavam assintomaticos e negativos em todos 0s

diagndsticos realizados.
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Ap0s avaliacao clinica dos animais, 4 mL de sangue periférico foram colhidos
por puncdo venosa em tubos contendo EDTA (BD Vacutainer®) para analises
hematoldgicas e diagnostico molecular de E. canis. Outros 10 mL de sangue periférico
foram obtidos em tubos sem anticoagulante (BD Vacutainer®) para analise soroldgica e
bioquimica. Os animais foram eutanasiados para coleta de fragmentos de rins
destinados ao exame histopatologico, imunoistoquimica e para deteccdo de DNA de E.
canis.

Consideracdes éticas

O protocolo de experimentacéo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal/Universidade Federal do Piaui sob o protocolo de n° 070/12,
seguindo normas reguladoras de procedimentos relativos a eutanasia em animais,
estabelecidas pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria, Resolucao n® 714, em 20
de junho de 2002.

Diagndstico de EMC
Sorologia- ELISA para anticorpos IgG anti-E. canis

Sorologia- ELISA (Immunocomb-ELISA, Biogal, Israel) foi utilizado para
detecar anticorpos 1gG anti-E. canis. A técnica foi realiza seguindo as normas do
fabricante (Biogal Galed Laboratories Acs Ltd.).

Deteccdo molecular de E. canis

DNA foi obtido em amostras de sangue periférico, utilizando-se o kit Jlustra™
blood genomicPrep MiniSpin Kit (GE Healthcare Life Sciences, UK), e para as amostras
de tecido renal o kit GeneJet Genomic DNA Purification (Thermo Scientific, USA),
conforme as recomendag¢des do fabricante.

A detecgdo de E. canis foi realizada pela técnica de nPCR, na qual dois pares de

oligonucleotideos iniciadores foram utilizados de acordo com Wen et al. (1997) [48],
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sendo as sequencias da primeira etapa da reacao “ECI1 sense”
5’AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC3’ e “ECI1 antisense”
5’CGTATTACCGCGGCTGCTGGC 3’, e da segunda etapa “EC2 sense”
5S’CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA3’ e “EC2 antisense”
5S’TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 3°. A reagao foi preparada para um volume
total de 25uL contendo 0,625 U de enzima Taqg DNA Polimerase (Invitrogen®, EUA),
1,5 mM MgCl2, 1x Taq buffer, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen®, EUA), 400 nM de
primers e 15,05 uL de dgua ultra-pura estéril. A amplificacao foi realizada em
termociclador (Bioer Gene pro®), a 94°C por cinco minutos, posteriormente por 40
ciclos: 94°C por um minuto, de 60°C por um minuto e de 72°C por um minuto e, um
ciclo final de cinco minutos a 72°C. Os ciclos das reagdes foram semelhantes para as
duas fases, com diferenga apenas pelos pares de oligonucleotideos iniciadores que foram
“ECI sense” e “ECI antisense” para a primeira amplificacdo, e “EC2 sense” e “EC2
antisense” para a segunda [48].

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corados com brometo de etideo (0,5ug/mL). As leituras foram visualizadas em
transluminador UV (BioAgency), sendo considerados positivos para E. canis as bandas
de tamanho aproximado de 390 pares de bases (pb).
Diagnostico diferencial para leptospirose e LV

A técnica de Soro Aglutinagdo Microscopica (SAM) foi realizada no Laboratorio
de Doencas Bacterianas da Reprodugdo do Instituto Biologico de Sao Paulo para
deteccao de anticorpos anti-Leptospira para 24 sorovares.

Os testes soroldgicos utilizados para o diagndéstico de LV foram: DPP® (teste
imunocromatografico que contém os antigenos recombinantes rkK39), e o teste

imunoenzimatico (Enzyme linked immunosorbent assay — ELISA) utilizando antigenos
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totais de L. major-like, ambos produzidos pelo Instituto de Biotecnologia Bio-
Manguinhos. Para confirmacao de LV, aspirados de linfonodo popliteo e/ou medula
Ossea esternal foram coletados para pesquisa direta de formas amastigotas de
Leishmania spp. Alem disso, imunoistoquimica para imunomarcacao de antigenos de
Leishmania foi realizada em fragmentos de tecido renal no Setor de Patologia animal da
UFPI.
Testes laboratoriais

Quatro mL de sangue periférico obtidos punc¢éo venosa em tubos contendo acido
etilonodiaminotetracético-EDTA (BD Vacutainer®) para realizacdo de exame
hematoldgico analisado em contador automatizado (ABC vet, ABX Diagnostics,
Montpelier, Franca). As analises bioquimicas foram analizadas em sistema
semiautomatico (Thermoplate TP Analyzer), utilizando-se os kits comerciais (Labtest
Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil), conforme recomendacdes do fabricante
para quantificacdo sérica de proteinas totais (Ref. 99-250), albumina (Ref. 19-1/250),
uréia (Ref. 27), creatinina (Ref. 35-100) e alanina aminotransferase (ALT) (Ref. 53-
200).
Procedimento anestésico e eutanésia

Sob anestesia profunda por via intravenosa com associacdo de acepromazina (2
mg/Kg) e tiopental sédico 25 mg/kg, foi realizada a eutanasia dos ces com a
administracdo de solugdo de cloreto de potassio a 20% para coleta de fragmentos de rim
para exame histopatoldgico, os quais foram mantidos em formol a 10% tamponado com
fosfato 0,01M pH 7,2, e/ou em solucéo fixadora Duboscq-Brasil por uma hora e entéo
transferidos para formol tamponado por 24 horas até o processamento.

Analise histopatologica
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As amostras de tecido renal foram processadas por técnicas histolégicas de rotina
e coradas com Hematoxilina-Eosina (H-E). Foram processados trés fragmentos para
avaliacdo e classificacdo das lesbes renais, e 80 glomérulos foram avaliados para
caracterizacdo das alteracGes glomerulares[8]. Além disso, os cortes histoldgicos também
foram submetidos a coloracdes especificas como Acido Periddico de Schiff - Periodic
acid-Schiff (PAS) para melhor visualizacdo de alteracGes na membrana basal dos
capilares glomerulares, células epiteliais tubulares e possivel expansdo da matriz
mesangial; Tricromico de Masson (TM) para deteccdo de elementos fibrosos a base de
colageno; Acido Periodico Prata Metanamine (PAMS) para visualizacdo de fibras
reticulares do tecido conjuntivo, sendo especifica para membrana basal; e Vermelho-
Congo (VC) para visualizacdo de depdsito de amiloide [43]. As lesdes observadas no
exame histopatologico foram avaliadas de forma semi-quantitativa, mensurando-se a
intensidade das lesGes glomerulares e tdbulointersticiais em escala de 0 a 4 onde: 0 =
normal, 1 = minima ou duvidosa; 2 = média (leve); 3 = moderada; 4 = severa[8]. As
glomerulopatias foram classificadas segundo Max e Newman (2007) [26], que definiram
as glomerulonefrites conforme as alteracdes morfologicas em: 1) glomerulonefrite
membranosa onde ha predominio de espessamento da membrana basal gomerular; 2)
glomerulonefrite proliferativa (mesangioproliferativa), caracterizada pelo predominio de
proliferacdo celular; 3) glomerulonefrite membranoproliferativa (mesangiocapilar), onde
ocorre tanto espessamento da membrana basal glomerular, quanto proliferagéo celular; e
4) glomerulonefrite esclerdtica, caracterizada por aumento da matriz mesangial e
obliteragdo do lumen capilar, com hialinizac&o progressiva que resulta em transformar o
glomérulo em uma massa eosinofilica hipocelular. A localizacdo da leséo glomerular foi
caracterizada como segmentar ou global, e a distribuicdo das lesdes em focal ou difusa

[7]. A celularidade e area glomerular foram avaliadas em 30 glomérulos por amostra
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selecionados aleatoriamente [12, 42]. A quantificacdo diferencial das células
inflamatdrias na regido cortical do rim foi realizada em 10 campos aleatorios no
analisador de imagem computadorizado Leica Qwin D-1000, versdo 4.1 (Cambridge,
UK). A exposicéo dos dados foi em células/500.000 pm?.
Analise imunoistoquimica

Reacdo de imunoistoquimica foi realizada para excluir amostras positivas para
Leishmania. Cortes de tecido renal embebidos em parafina foram desparafinados em xilol
e hidratados em concentracdes decrescentes de alcool etilico e submetidos ao bloqueio de
peroxidase endogena e, posteriormente, tratados com solucdo Tris-HCI, pH 1,0. Em
seguida, os tecidos foram incubados overnight a 4°C em atmosfera Umida com o0s
anticorpos primarios: anticorpo policlonal de camundongo anti-Leishmania amazonensis
[Laboratério de Soroepidemiologia e Imunobiologia-IMT-USP-SP] [13]. Apds a
incubacdo, seguiram-se as etapas de amplificacdo da reacdo utilizando os sistemas
Envision+Sistem-HRP Labelled polymer, anti-mouse, DAKO. As amostras foram
incubadas em atmosfera Umida a 37°C intercaladas por lavagens em PBS e a revelagédo
feita com 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemical, EUA) em PBS com perdxido de
hidrogénio e seguiu-se a contracoloragdo com hematoxilina de Harrys e montagens das
laminas para pesquisa de imunomarcacao por+ antigenos de Leishmania em microscopia
de luz
Anélise estatistica

Os resultados quantitativos foram analisados por testes paramétricos ou ndo
paramétricos de acordo com a natureza dos dados, utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 6 demo statistical software (California, Estados Unidos). Foram

consideradas diferencas significantes quando P <0,05.



42

Resultados e discussao

Na nefropatia de cdes com EMC, os aspectos patoldgicos ainda sdo pouco
explorados [9, 10, 14, 33], mesmo que alguns estudos tém demonstrado que a infec¢do
por E. canis pode causar lesdo renal [16, 17, 20]. Sabendo que a EMC é endémica na
nossa regido e que o conhecimento do perfil da lesao renal pode contribuir para
terapéutica, propusemos nesse estudo caracterizar o padrao histopatolégico em rins de
12 cées naturalmente infectados por E. canis correlacionando-o com os aspectos clinico-
laboratoriais. Vale ressaltar, que todos os cdes com EMC eram negativos para
leishmaniose visceral e leptospirose.

Avaliacdo clinica e laboratorial

Na avaliacdo clinica dos 12 cdes com EMC, as manifestacdes clinicas eram
inespecificas, sendo linfadenopatia e lesdes dermatoldgicas os principais achados,
ambos observados em 83,33% dos cdes. Esses sinais sao comumente descritos em
diferentes estagios da erliquiose canina [5, 30, 38].

No perfil hematoldgico dos 12 cdes com EMC, as principais alteracfes foram
anemia e trombocitopenia. Dos cdes anémicos, 80% apresentaram o tipo anemia
normocitica normocrémica, e reducdo de plaquetas estava presente em 50% dos caes
infectados. Leucopenia e leucocitose foram observadas em 25% e 33,33% dos casos
respectivamente (Tabela 1). Essas alteracGes hematoldgicas sdo frequentemente
relatadas em cdes infectados, em consequéncia de mecanismos multifatoriais [2, 6, 14,
29].

Na EMC, um aumento dos niveis de creatinina e ureia sérica tem sido relatado
na literatura [45]. Com base nesses dados, também avaliamos esses analitos em nossos
cdes com EMC, os quais apresentaram niveis circulantes sem alteracdes (Tabela 1). A

azotemia pré-renal pode ocorrer em casos agudos e/ou crdnicos na erliquiose devido a
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desidratacdo severa [3], bem como azotemia renal em casos cronicos com
glomerulonefrite acentuada [40]. No entanto, a auséncia e/ou baixa frequéncia do
aumento de uréia e creatinina na circulacdo ndo exclui a presenca da lesdo renal, ja que
a azotemia renal é detectada quando mais de 75% dos glomérulos estdo afetados [46].
Além disso, os cées utilizados nesse estudo eram naturalmente infectados, portanto, ndo
sabemos exatamente a fase da infec¢cdo e consequente nivel de comprometimento nos
rins desses animais.

A hiperglobulinemia e hipoalbuminemia também foram observadas em nossos
cdes, estando presente em 91,67% e 41,67% dos caes, respectivamente (Tabela 1), sendo
essas alteracdes classicamente descritas na EMC [14, 36, 38]. A hiperglobulinemia na
EMC ocorre principalmente devido a uma gamopatia policlonal, em que o aumento na
concentracdo de gama globulinas atinge seu pico no estagio febril e persiste nas fases
subclinica e crénica [35]. A hipoalbuminemia na erliquiose parece ser em consequéncia
do aumento da permeabilidade vascular, hemorragias, dano hepatico [49] e/ou renal

[9,10].
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B Hemacias* Hb Ht VCM CHCM  Leuctcitos  Plaquetas Ureia  Creatinina Prot Alb Glob  ALT#
Caes (x 10%mm?3)  (g/dL) (%) (fL) (%) (x 103mm?3)  (x 10¥mm?3) (mg/dL)  (mg/dL) (@dL) (g/dL)  (g/dL)  UI/L
1 511 11,9 36,5 73 31,8 57 124 33,00 1,50 8,03 2,94 5,09 25,80
2 5,38 13,1 35,0 65 36,0 8,3 25 59,00 1,54 8,33 3,87 4,46 37,80
3 3,49 9,5 24,2 69 33,6 5,6 46 50,00 0,76 9,00 2,84 6,16 39,30
4 5,32 12,4 33,2 61 355 7,7 382 52,00 0,65 7,60 1,90 5,70 12,00
5 4,12 10,1 23,9 58 321 3,2 111 34,00 0,88 8,85 3,44 541 38,76
6 6,41 14,0 441 69 31,7 11,2 27 23,00 1,35 8,90 1,40 7,50 23,40
7 7,83 14,6 47,9 61 324 8,2 364 24,40 1,00 7,40 2,60 4,80 68,49
8 4,10 11,4 27,9 67 321 235 67 20,32 1,01 8,06 3,35 4,71 26,97
9 3,97 8,4 25,8 65 324 331 273 20,00 1,25 4,10 2,60 1,50 31,80
10 5,00 7,4 23,4 59 31,7 11,7 298 14,00 0,58 8,50 2,20 6,30 36,30
11 531 11,0 335 63 32,9 20,0 470 51,00 1,02 8,80 2,10 6,70 15,00
12 4,62 9,0 27,8 60 32,3 32,4 219 26,40 0,84 7,05 1,40 5,65 10,89

*Valores de referéncia: # Hemacias = 5,5-8,5 (x10%/mm?); Hb (hemoglobina) = 12-18 g/dL; Ht (hematdcrito) = 37-55%; VCM (Volume Corpuscular Médio)
= 60-77 fL; CHCM (Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) = 32-36 %; Leucécitos = 6-17 x 103/mm?3; Plaquetas = 200-500 x10%/mm? (24); Ureia:
21,40-59,92 mg/dL; Creatinina: 0,50-1,50 mg/dL; Prot Total (proteina Total): 5,40-7,10 g/dL; Alb (albumina): 2,60-3,30 g/dL; Glob (globulina): 2,70-4,40
g/dL; ALT (Alanina aminotransferase) :21-73 UI/L, [22, 27].
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Analise histopatoldgica dos rins de cdes com EMC e correlagdo com os achados
clinico-laboratoriais

Sabe-se que a infec¢do por E. canis pode afetar diferentes érgéos, inclusive os
rins [14, 33]. Contudo, poucos sdo os estudos que avaliaram o padrédo histopatoldgico na
lesdo renal de cdes com EMC, sobretudo a caracterizacdo das glomerulopatias [9, 10,
14].

Em nosso estudo, nos 12 cdes com EMC, observamos alterac6es renais em
100% dos casos, com lesbes em intensidade minima a moderada. E evidente a
importancia do exame microscopico nesses casos, uma vez que a maioria dos animais
apresentaram lesdes minimas. Somente um caso em que as alteracdes histopatoldgicas
eram em intensidade moderada, foi observado lesdo macroscopica nos rins como areas
palidas de distribuicdo focal, com superficie irregular e consisténcia firme devido a
fibrose.

Um dado interessante € que detectamos DNA de E. canis no tecido renal dos
dois cdes gue tinham uma glomerulopatia e nefrite interstical mais severas, sugerindo
que a presenca e/ou persisténcia da bactéria pode contribuir para as alteracdes
patoldgicas nesse o6rgdo (Tabela 2). Vale lembrar, que essas amostras foram negativas
na analise imunoistoquimica para deteccdo de Leishmania. Na LV, as lesGes renais sao
classicamente descritas e associadas a diferentes tipos de glomerulopatias em graus de
severidade variaveis [13].

Na fase crénica, a magnitude das alteragdes clinico-patoldgicas é variavel e
dependente da resposta imune do hospedeiro e da cepa inoculada. Um estudo realizado
por Hasewaga (2005) [19], em cées experimentalmente infectados por E. canis
acompanhou por 70 dias a evolugdo da doenca, sendo que a partir do 20° dia p0s-

infeccdo os animais apresentaram melhora no quadro clinico e laboratorial. No entanto,
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a persisténcia da infeccdo foi constatada pela positividade da PCR e esplenomegalia até
a décima semana apos a inoculacéo de E. canis. Nesse estudo néo foi citado nenhum
sinal clinico sugestivo de comprometimento renal durante a fase aguda e/ou cronica.
Também ndo observamos em nossos cées sinais clinicos sugestivos de lesdo renal como
ulceragdes na mucosa, polidipsia e/ou polidria, bem como halito urémico, sendo as
manifestacdes clinicas inespecificas e sem correlagdo com o comprometimento renal
evidenciado nesses animais. Vale acrescentar, que a lesdo tecidual observada nos rins
dos caes desse estudo, mesmo naqueles de intensidade moderada, ndo necessariamente
seja representativa para todo o 6rgdo a ponto de desenvolver sinais clinicos. A
determinacéo da fase clinica na infeccdo natural de cées por E. canis é extremamente
dificil e muitas vezes dificulta o diagndstico pela variedade dos sinais clinicos
inespecificos decorrentes da infeccao [31].

A hipoalbuminemia também foi uma alteracdo frequente e que pode ser
indicativa de lesdo renal e/ou hepética [10, 47]. Notavelmente, 0s cdes que apresentaram
hipoalbuminemia em nosso estudo tinham uma correlacdo negativa com a severidade da
glomerulopatia sugerindo que a diminui¢do dos niveis séricos de albumina esta
associada ao comprometimento glomerular conforme a intensidade da lesdo (Figura 1).
Hipoalbuminemia por dano hepatico ndo parece ter ocorrido nesses casos, pois de
acordo com Thrall (2007) [41], a hipoalbuminemia em consequéncia de doenca hepatica
sO é observada quando ha perda de sessenta a oitenta por cento da funcao hepaética,
Além disso, nesses casos normalmente ocorre ascite, manifestacdo clinica esta que ndo
foi observada nesses animais, ao exame clinico e autopsia.

Neste estudo os cdes com EMC ndo apresentaram alteracdo nos niveis séricos de
ureia e creatinina, portanto, nao foi evidenciado correlagéo entre esses analitos e 0s

achados histopatoldgicos nos rins desses animais. Vale lembrar, que é necessario um



acometimento em mais de 70% dos rins para que mudancas no perfil desses analitos

seja detectado a nivel sérico [46].
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Tabela 2. Deteccdo de E. canis em tecido renal por nPCR e analise histopatologica em rins de cées naturalmente infectados por E. canis

Nefrite intersticial #

Caées Tipo e intensidade de Infiltrado inflamatério mononuclear
Glomerulonefrites Corticomedular Cortical nPCR
1 Membranoproliferativa difusa média 0 1 +
2 Membranoproliferativa focal moderada 3 4 +
3 Membranoproliferativa focal moderada 4 4 +
4 Membranoproliferativa focal média 3 1 -
5 Membranoproliferativa focal média 2 2 -
6 Membranoproliferativa focal moderada 1 1 -
7 Membranoproliferativa didusa média 2 4 -
8 Membranoproliferativa focal moderada 1 2 +
9 Membranoproliferativa focal moderada 1 1 -
10 Proliferativa difusa média 1 2 -
11 Prolifertiva focal média 0 1 -
12 Membranoproliferativa focal moderada 0 1 -

# = Escala de escore de intensidade das lesdes (0 = ausente, 1 = minima, 2 = média (leve), 3 = moderada, e 4 = severa).
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Figura 1. Correlacdo negativa entre os niveis séricos de albumina e a severidade da
glomerulopatia em cées naturalmente infectados com E. canis. Teste de Spearman.

Na literatura, nos estudos com cées naturalmente infectados por E. canis ndo
observaram lesdo glomerular [20], mas em infec¢des experimentais tem-se descrito
lesbes glomerulares e tubulares minimas [9, 10, 14]. Assim, ressaltamos a importancia
da nossa pesquisa, na qual pela primeira vez demonstra que na infeccédo natural de cées
por E. canis pode ocorrer um comprometimento glomerular importante. Constatamos
que 50% dos cdes com EMC apresentaram uma glomerulopatia em intensidade
moderada, sendo que eram acompanhados de uma nefrite intersticial em intensidade
variando de minima a moderada (Tabela 2).

AlteracOes glomerulares em cées com EMC

Para melhor compreender os achados histopatoldgicos nos rins de cdes com
EMC, caracterizamos as glomerulopatias seguindo a classificacdo descrita por Max e
Newman (2007) [26], em: membranosa, proliferativa, membranoproliferativa e

esclerdtica. Além disso, avaliamos a distribui¢do da lesdo nos glomerulos. Vale
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acrescentar que nao encontramos nenhum dado na literatura com essa abordagem em
cdes naturalmente infectados por E. canis.

A glomerulopatia estava presente em 100% dos animais infectados (Tabela 3),
sendo que a distribuicdo da lesdo glomerular era focal e difusa em 75% e 25% dos casos
respectivamente. A glomerulopatia membranoproliferativa predominou em 83,33%
(10/12) dos cdes com EMC. No glomérulo, observamos espessamento da matriz
mesangial e da membrana basal dos capilares glomerulares, confirmado pela coloracao
de PAS (Figura 2A), acompanhado por um aumento acentuado de células
mononucleares no mesangio (Fig 3A e D), comparado ao glomérulo normal Figura 3B).
Além disso, observou-se aumento do tufo glomerular e reducéo do espaco urinario (Fig
3D), sobretudo nos casos de intensidade moderada. A hipercelularidade glomerular foi
confirmada pela média do nimero de células contadas em 30 glomérulos de cada
animal. Os caes infectados por E. canis apresentaram maior nimero de células no
glomérulo em relacdo aos cdes controles. A glomerulonefrite membranoproliferativa
tem progndstico reservado, sendo uma das glomerulonefrites que evoluem para

insuficiéncia renal terminal[4].
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Figura 2.Glomerulonefrite membranoproliferativa em cdo naturalmente infectado
por E. canis. (A) Espessamento da membrana basal capilar e do mesangio; (B)
Glomérulo com auséncia de espessamento da membrana basal capilar. PAS. Barra= 25
pm.
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Figura 3. Lesdes glomerulares em rins de cdes naturalmente infectados por E.canis. (A) GNMP. Hipercelularidade glomerular (H-E); (B)
Glomérulo normal (H-E). Barra = 25 um; (C) Depdsito proteico no espaco urinario (seta) e esclerose glomerular (cabeca da seta) (PAS). Barra =
50 um; (D) GNMP. Reducéo do espaco urinario, espessamento mesangial e reducdo do espaco urinario (PAS). Barra = 25 um.
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A glomerulopatia proliferativa estava presente apenas em dois cdes em
intensidade leve. Em ambos a lesdo era global, sendo de distribuicdo focal em um caso
e global em outro. Neste tipo de lesdo glomerular, observamos um aumento de células

mononucleares no mesangio e expansao da matriz mesangial (Figura 4), O

comprometimento capilar era minimo.

Figura 4. Glomerulonefrite proliferativa em rim de cédo naturalmente infectado
por E. canis. Hipercelularidade e aumento glomerular. (H-E). Barra = 25 pm

Em menor intensidade, outras alteracdes glomerulares observadas foram: depdsitos
protéicos no espaco urinario, leve esclerose glomerular (Figura 3C) e espessamento da

capsula de urinéria.
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Tabela 3. Alteracbes glomerulares observadas em rins de cées naturalmente infectados por E. canis

Cées Glomerulopatia Hipercel  Esclerose Espessam Espessam Espessam Dep prot Reducéo Lobulacao
glomf  glomerular mesangial MB cap capsula espaco espaco do
Tipo Intensidade ¥ glom £ urinaria urinarioQ  urinario glom B
o

1 GNMP 2* 4 1 2 4 2 0 1
2 GNMP 3 3 2 1 0 0 0 1 0
3 GNMP 3 2 1 3 3 3 3 3 3
4 GNMP 2 4 0 3 2 4 1 4 0
5 GNMP 2 3 1, 3 2 3 0 4 2
6 GNMP 2 3 2 3 1 4 0 4 0
7 GNMP 3 2 0 0 0 2 0 2 0
8 GNMP 3 3 2 3 1 2 0 2 1
9 GNMP 3 2 2 2 2 1 0 1 3
10 GNP 2 3 2 3 1 2 0 1 0
11 GNP 2 3 0 3 1 2 0 3 3
12 GNMP 3 4 0 3 2 1 0 2 3

GNMP = glomerulonefrite membranoproliferativa; GNP = glomerulonefrite proliferativa; * = escala de escore de intensidade das lesdes (0 =
ausente, 1 = minima, 2 = média (leve), 3 = moderada, e 4 = severa); # = hipercelularidade glomerular; ¥ = espessamento da matriz mesangial; £ =
espessamento da membrana basal dos capilares glomerulares; oo = espessamento da capsula urinaria; Q = dep6sitos protéicos no espago urinario;
a = reducdo do espaco urinario; p lobulacdo do glomérulo.
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Nas doencas renais cronicas, a injuria renal esta associada a a¢éo direta ou indireta
do sistema imunologico. Geralmente, a lesdo mediada diretamente pelo sistema imune
afeta o glomérulo causando diferentes perfis de glomerulonefrites [37]. Com base em
nossos dados, a infeccdo por E. canis parece induzir, particularmente, a lesdo
glomerular do tipo membranoproliferativa. Nos estudos avaliando a lesdo renal em cées
com E. canis seja na infeccdo natural e/ou experimental, a maioria quando encontrou
alguma alteracéo era em intensidade minima sem caracterizag&o do tipo de
glomerulonefrite [9, 10, 15].

Alterac0es intersticiais em cdes com EMC

Além das alteracdes glomerulares, também observamos les6es tubulointersticiais
em todos os cdes com EMC, sendo que a nefrite intersticial predominou em 100% dos
casos em intensidade variando de minima a severa. A presenca do infiltrado
inflamat6rio em maior intensidade era na cortical localizado na regido intersticial,
perivascular e/ou periglomerular (Tabela 4) (Figura 5). Codner et al (1992) [10],
observaram um infiltrado linfoplasmocitério especialmente na regido cortical, Outro
estudo realizado em cées naturalmente infectados por E. canis, demonstrou que 98%
dos animais apresentavam um infiltrado plasmocitario ao redor de veias e artérias da
regido corticomedular [20]. Infiltrado na cortical na regido perivascular por plasmacitos
e histidcitos, se estendo para a regido cortico-medular também foi evidenciado na fase

aguda em infeccéo experimental [33].
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Tabela 4. Caracteristicas histoldgicas de nefrite intersticial e outras lesdes observadas nos rins de cées naturalmente infectados com E. canis

Nefrite intersticial

Caes Ti s Outras lesdes
ipo de infiltrado N )
P - Distribuicao Intensidade
inflamatorio
. L. e, . . ) . Degeneracdo tubular vacuolar; necrose;
1 Linfohistioplasmocitario Intersticial, perivascular, periglomerular focal ~ Minimo | eg ¢80 R o
dilatacdo e atrofia tubulares; cilindros hialinos
. ) . Degeneracdo tubular vacuolar; necrose;
. . o Intersticial, perivascular, periglomerular X ~ X T
2 Linfohistioplasmocitario : Severo dilatacéo e atrofia tubulares; cilindros
multifocal coalescente e : .
hialinos; fibrose intersticial
- : . Degeneragéo tubular vacuolar; necrose;
. e Intersticial, perivascular, periglomerular, . . . o
3 Linfoplasmohistiocitario . Severo dilatacdo e atrofia tubulares; cilindros
subcapsular multifocal coalescente e ) -,
hialinos;fibrose intersticial
. L. o, Intersticial, perivascular, periglomerular - . . .
4 Linfohistioplasmocitario P . perg Médio (leve) Fibrose intersticial
Multifocal
5 Linfohistioplasmocitario Intersticial, perivascular multifocal Minimo Degeneracdo tubular vacuolar
] . . . . . .. Degenreacdo tubular vacuolar; necrose e
6 Linfohistioplasmocitario Intersticial, perivascular multifocal Minimo genreac T o
atrofia tubulares; cilindros hialinos
7 Plasmolinfocitario Interstitial focal Severo Cilindros hialinos
} . . Intersticial, perivascular, subcapsular - Degeneracdo tubular vacuolar; cilindros
8 Linfohistioplasmocitario P ; P Médio (leve) generag e . o
multifocal hialinos; fibrose intersticial
} . . Intersticial, perivascular, periglomerular .. .
9 Linfohistioplasmocitario P multifocalp g Minimo Degeneracdo tubular vacuolar
} s, Intersticial, perivascular, periglomerular - Degeneracdo tubular vacuolar e dilatacédo
10  Linfoplasmocitario P : Perg Médio (leve) g ¢ ¢
multifocal tubular
. e, .. _ Degeneracdo tubular vacuolar; necrose e
11 Histiolonfocitario Intersticial focal Minimo g Gac n
dilatacdo tubulares
12 Histioplasmolinfocitario Intersticial focal Minimum Sem alteragoes
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Figura 5, Infiltrado inflamatério em rins de cées naturalmente infectados por E.
canis. (A) Infiltrado inflamat6rio mononuclear periglomerular (setas). H-E. Barra= 25
um; (B) Infiltrado inflamat6rio mononuclear intersticial (seta) e perivascular (cabeca da

seta). H-E. Barra= 100 pm.
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A patogenia da EMC parece estar relacionada a citotoxicidade dependente de
anticorpos [14, 21], levando a intensa vasculite em diferentes 6rgédos, nos quais é
observado infiltrado inflamatorio perivascular predominantemente plasmocitario [20].
Na nossa andlise, observamos na cortical um infiltrado linfohistioplasmocitario
perivascular sem evidéncias de comprometimento da parede dos vasos, sugerindo que
outros mecanismos podem contribuir para a lesdo renal.

Na regido cortical, o infiltrado inflamatdrio era principalmente
linfohistioplasmocitario em 58,33% dos casos, com um predominio significativo de
linfécitos em comparacao aos plasmacitos e histiocitos na contagem diferencial (Figura
6), diferindo de Codner et al (1992) [9] que demonstraram infiltrado na cortical
linfoplasmocitario em infeccdo experimental. Em nosso estudo observamos infiltrado
linfohistioplasmocitario perivascular na regido corticomedular em 33,33% dos cdes
concordando com outros estudos em infeccao natural [20]. Na patofisiologia das
glomerulonefrites, a lesdo glomerular pode alterar a homeostasia na regido
tubulointersticial por diversos mecanismos, sendo que um deles é o recrutamento de
linfécitos T devido a producdo de citocinas inflamatérias e fatores de quimiotaxia pelas
células dendriticas residentes do rim [23]. Seguindo esse raciocinio e considerando que
a erliquiose é uma doenca imunoreguladora, o predominio de linfocitos T parece

contribuir para a patogénese da nefrite intersticial na EMC.
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Figura 6. Contagem diferencial do infiltrado inflamatorio de rins de cées
naturalmente infectados com E. canis. Predominio significante de linfécitos no
infiltrado inflamatdrio na regido cortical. *P< 0,05, teste de Kruskal-Wallis e Dunns,

A fibrose intersticial estava presente em 33,33% dos cdes desse estudo em
intensidade minima a moderada (Tabela 4). A fibrose ndo é uma lesdo comumente
descrita na EMC, provavelmente pelo fato dos estudos terem conduzido a analise na fase
aguda ou subclinica da doenga [9, 10, 14, 20, 32], quando sabidamente a injuria renal por
E. canis é mais comum na fase cronica [15]. Em nossos achados, a fibrose estava mais
evidente nos casos em que havia infiltrado mais intenso, e s6 foi observada em intensidade
moderada em apenas um animal (Figura 7), sendo que a distribuicdo da lesdo
acompanhava o infiltrado multifocal coalescente, e nas areas com maior evidéncia de
fibrose também evidenciamos dilatacéo e atrofia tubulares. Nesse caso a glomerulopatia
era membranoproliferativa moderada, mas o animal ainda ndo apresentava alteragdes nos
niveis sericos de ureia e creatinina, provavelmente por néo ter fibrose comprometendo o

rim em toda sua extensao.
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Figura 7. Fibrose intersticial em rim de cdo naturalmente infectado por E. canis.
Presenca de fibrose intersticial moderada (em azul) localizado na regido peritubular e
periglomerular. Tricrémio de Masson. Barra =50 pm.

A presenca de cilindros hialinos foi observada em 50% dos nossos cées, sendo
que em dois casos em intensidade severa (Tabela 4) (Figura 8). Nao foi possivel realizar
a urinalise nesse estudo, mas esse achado confirma a presenca de proteindria nesses
animais. De acordo com Troy e Forrester (2006) [44], a protein(ria, com ou sem
azotemia, pode ocorrer em cdes com erliquiose. Na fase aguda da EMC, foi observado
que a proteindria estava inversamente correlacionada com os niveis séricos de albumina,
sugerindo que a hipoalbuminemia na EMC pode decorrer de perda da proteina nos rins

[10].
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Figura 8. Presenca de cilindros em rim de cdo naturalmente infectado por E. canis.
Tubulos renais contendo cilindros hialinos. PAS. Barra= 50 um.

Alteracdes circulatérias como congestdo vascular, hemorragia e edema também
foram observados ocasionalmente, Além disso, na regido medular houve dois casos de
pielite linfocitica em intensidade minima a média, e quatro de pielonefrite variando de

intensidade média a severa.

Conclusoes

Este estudo fornece pela primeira vez a caracterizac¢do da glomerulopatia na
lesdo renal em cdes naturalmente infectados por E. canis. Nossos estudos mostram que a
glomerulonefrite membranoproliferativa foi a principal lesdo glomerular associada com

a infeccdo por esta bactéria. Embora ndo tenhamos encontrado nenhum caso de animal
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infectado com manifestaces clinicas devido a lesdo renal, nossos dados demonstram a
importancia do achados histopatoldgicos renais associados com perda de proteina antes
da ocorréncia de doenca clinica. Assim, as alteracdes glomerulares leves, parecem ser
suficientes para provocar hipoalbuminemia, mesmo em casos de lesdes focais. A
patogénese da glomerulonefrite membranoproliferativa em caes muitas vezes é
associada a deposicdo de imunocomplexos. No entanto, a nefrite intersticial associada
com infiltrado inflamatorio predominantemente linfocitico, como mostrado neste
estudo, sugere que estas células podem também desempenhar um papel importante na
imunopatogénese da lesdo renal em cdes com EMC. Portanto, mais estudos visando
esclarecer a participacao dessas células na patogénese da nefropatia associada com a
infeccdo por E. canis sdo necessarios para fornecer informacGes mais precisas para o

diagnostico, prognostico e tratamento de cdes com EMC.
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Resumo: O padrédo de lesdo renal e a participacdo de células T e imunoglobulinas em rins
foram investigados em 10 cées infectados com L. (L.) infantum, 12 cées infectados com
E. canis, 15 cées co-infectados e seis cdes saudaveis ndo infectados. Em tecido renal foi
realizado exame histopatoldgico e imunoistoquimico para detec¢do de celulas T CD4,
CD8 e imunoglobulinas 1gG, IgM e IgA. No exame histopatoldgico o padrdo de lesdo

glomerular do tipo membranoproliferativa predominou em todos os grupos de cées
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infectados. Na contagem diferencial das células do infiltrado, houve predominio de
linfécitos e macrofagos nos cdes com E. canis e Leishmania, respectivamente. Na anélise
imunoistoquimica, as células T CD4* estavam em maior nimero nos glomérulos dos caes
infectados quando comparados aos sadios. Enquanto, as células T CD8" predominaram
nos cdes com E. canis e nos co-infectados. De modo interessante, os glomeérulos dos cées
com EMC tinham maior ndmero de células T CD4* comparados aos cdes com LV. A
deposicdo de IgG foi significante somente nos cdes com LV na regido tubular e lumen
vascular quando comparados aos sadios. Em conclusdo, a glomerulonefrite
membranoproliferativa é a principal lesdo renal em cdes com EMC e as células T CD4*
parecem ter um papel na sua patogénese, semelhante aos cdes com LV. O aumento de
células T CD8" parece contribuir para a injuria renal na EMC. O padréo de lesao renal
observada nos animais co-infectados sugere que a infeccdo por L. (L.) infantum seja a
principal responsavel pelo comprometimento renal mais severo nos casos de co-infeccgéo.
células T CD4*

Palavras-chave: E. canis, L. (L.) infantum, nefropatia, co-infeccao.

Introducéo

A Ehrlichia canis € uma bactéria gram-negativa, estritamente intracelular, agente
etiolégico da Erliquiose Monocitica Canina (EMC), transmitida pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus [1, 2]. No Brasil, a EMC é uma doenca endémica em vérias
regides, sendo uma das enfermidades mais importantes em caes, podendo levar o animal
a obito [3].

A Leishmania (Leishmania) infantum, protozoario responsavel pela Leishmaniose
Visceral Canina (LVC) e humana, também € endémica no Brasil [4]. O cdo tem um papel

fundamental na cadeia epidemiologica devido ao alto parasitismo cutaneo. Além disso, o
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cdo ¢ bastante susceptivel a infeccéo por L. (L.) infantum desenvolvendo a doenga em sua
forma plena, sendo um bom modelo para o estudo dos mecanismos imunopatologicos na
progresséo da doenca [5].

A E. canis, assim como a L. (L.) infantum, s&o parasitos intracelulares obrigatérios
de celulas do sistema fagocitico mononuclear [6, 7]. O hospedeiro pode desenvolver uma
resposta imune especifica celular ou humoral contra ambos os parasitos [8]. As
manifestacdes clinicas nas duas enfermidades sdo semelhantes e decorrem da interacao
dos patdgenos com células dos 6rgdos linfoides como linfonodo, baco, figado e medula
Ossea [9, 10].

A patogénese da Leishmaniose Visceral (LV) e EMC em cdes co-infectados em
infeccBes naturais e/ou experimentais ainda ndo esta esclarecida [11]. Em algumas
abordagens focadas nas desordens hemostaticas foi observado que cédes co-infectados
com E. canis e L. (L.) infantum apresentam trombocitopenia mais severa e com episodios
hemorragicos mais frequentes do que naqueles animais monoinfectados, bem como uma
resposta menos eficiente a terapia [12]. Um estudo mais recente avaliou alteracbes
histopatoldgicas, hematoldgicas e laboratoriais entre esses agentes co-infectantes, no qual
foi observada anemia acentuada, aumento do parasitismo cutaneo por Leishmania e altos
niveis de proteinas plasmaticas totais, globulinas, fosfatase alcalina e creatina quinase, o
que favoreceu o quadro mais severo observado nesses cées [8].

O comprometimento renal pode ocorrer na EMC e na LVC [13, 14]. No entanto,
0s mecanismos imunopatoldgicos da lesdo renal sdo mais estudados em cdes com LV,
uma vez que essa alteracdo é relatada como umas das principais causas de morte dos cées
infectados [14]. A deposicdo de imunocomplexos era considerada o principal mecanismo
responsavel pela glomerulonefrite na LVC [15], todavia, trabalhos de nosso grupo

demonstraram que celulas T, citocinas e moléculas de adesdo s&o mecanismos
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relacionados a injuria renal, principalmente glomerulonefrites proliferativas na LVC [4].
Na EMC, sabe-se que a deposicdo de imunocomplexos nos rins podem desencadear uma
glomerulonefrite e predispor o animal a proteindria [16], sendo os principais achados
histopatoldgicos na lesdo renal caracterizados por glomerulonefrite intersticial cronica
multifocal com presenca de infiltrado mononuclear [10]; e infiltrado plasmocitario
periglomerular e perivascular nos rins [17].

Neste contexto, considerando que tanto na LV quanto na EMC pode ocorrer lesdes
renais graves [14, 18], o presente trabalho visou classificar a lesdo renal de modo a
caracterizar a nefropatia nas duas enfermidades, bem como investigar mecanismos
imunoldgicos envolvidos. Constatamos que na EMC, assim como na LV a patologia renal
¢ caracterizada por lesdes tanto glomerulares como tubulointersticiais, sendo que a
glomerulonefrite membranoproliferativa € a principal lesdo renal em ambas as
enfermidades, destacando que a sua forma mais severa estava presente nos casos co-
infectados, e que 0s possiveis mecanismos envolvidos na injuria renal ocorrem devido a

participacdo de células T CD4" e CD8" e imunoglobulinas.

Material e métodos

Local e periodo de execucéo

O projeto foi desenvolvido no Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinéria,

Laboratdrio de Patologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal

do Piaui, no periodo de junho de 2014 a outubro de 2015.

Animais e diagnostico da infeccéo por E. canis e/ou Leishmania spp.
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Foram utilizados 43 cées adultos, machos e fémeas, Sem Raca Definida (SRD),
provenientes da Geréncia de Zoonoses de Teresina (GEZOON). Os critérios para inclusao
consistiam em testes soroldgicos (DPP® e ELISA — Bio-Manguinhos), imunoistoquimico
e parasitoldgico positivo para leishmaniose, teste molecular nested-PCR (nPCR) positivo
para erliquiose e soroldgico (Soro Aglutinacdo Microscopica - SAM) negativo para
leptospirose. Para confirmacdo de LV, pesquisa direta do protozoario foi realizada em
esfregacos de medula Ossea esternal e/ou linfonodo popliteo, bem como
imunoistoquimica para deteccdo de antigenos de Leishmania em tecido renal. Para o
diagnostico de EMC foi realizada extracdo de DNA de sangue colhido com
anticoagulante, com o uso do kit GenelJet Genomic DNA purification. A técnica de PCR
foi realizada segundo Wen et al. (1997) [19].

Apds a confirmacédo do diagnoéstico e avaliacdo do quadro clinico, os caes foram
distribuidos em quatro grupos: 12 cdes naturalmente infectados com E. canis, 10 cées
infectados com L. (L.) infantum; 15 cdes naturalmente co-infectados com L. (L) infantum
e E. canis, e seis cdes ndo infectados, sendo estes sem sinais clinicos e negativos para

todos os exames diagndsticos.

Analise bioquimica.

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos sem anticoagulante para
obtencdo de soro. A andlise bioquimica foi determinada por um sistema semi-
automatizado (Thermoplate TP Analyzer), sendo que as dosagens séricas foram
realizadas utilizando-se os kits comerciais (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG,
Brasil), conforme recomendacGes do fabricante para medicdes quantitativas de proteinas
totais (Ref. 99-250), albumina (Ref. 19-1/250), uréia (Ref. 27), creatinina (Ref. 35-100)

e alanina aminotransferase (ALT) (Ref. 53-200).
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Procedimento anestésico e eutanasia

Sob anestesia profunda por via intravenosa com associacdo de acepromazina (2
mg/Kg) e tiopental sodico 25 mg/kg, foi realizada a eutanadsia dos cdes com a
administracdo de solucdo de cloreto de potassio a 20% para coleta de fragmentos de rim
para exame histopatol6gico e imunoistoquimico.
Analise histopatologica

Os fragmentos de rins foram mantidos em formol a 10% tamponado com fosfato
0,01M pH 7,2, e/ou em solucdo fixadora Duboscq-Brasil. Foram colhidos trés fragmentos
de tecido renal, os quais foram processados por técnicas histologicas de rotina e coradas
com Hematoxilina-Eosina (H-E), para avaliacdo de alteracdes nucleares e
citoplasmaticos; e com coloragdes especiais: Acido Periodico de Schiff (PAS) para
avaliacdo mais detalhada das alteracbes da membrana basal glomerular, capilares
glomerulares, matriz mesangial e células epiteliais tubulares; Tricromico de Massom
(TM) para confirmacao de fibrose; Acido Periodico Prata Metanamine (PAMS) que cora
a membrana basal em negro, Util para visualizacdo de fibras reticulares do tecido
conjuntivo e melhor caracterizacdo de glomerulonefrite membranoproliferativa, além de
Vermelho-Congo (VC) para visualizacdo de amiloide. Para caracterizacdo das alteracdes
glomerulares foram avaliados no minimo 80 glomérulos por amostra [20]. As lesdes
observadas no exame histopatolégico foram avaliadas de forma semi-quantitativa,
mensurando-se a intensidade da lesdo em escala de 0 a 4 onde: 0 = normal, 1 = minima
ou duvidosa; 2 = média (leve); 3 = moderada; e 4 = severa. As altera¢cdes glomerulares
foram classificadas de acordo com Maxie e Newman (2007) [21] que descrevem os tipos:
1. Glomerulonefrite proliferativa (mesangioproliferativa), na qual ha predominio de
proliferacdo celular; 2. Membranosa, caracterizada por espessamento evidente da

membrana basal; 3. Membranoproliferativa (mesangiocapilar), onde ocorre proliferacao
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celular e espessamento da membrana basal dos capilares glomerulares; e 4.
Glomeruloesclerose, onde ja ocorre espessamento da matriz mesangial com obliteracao
do Iumen vascular, resultando muitas vezes em hialinizacdo progressiva que torna o
glomérulo uma massa hipocelular. A localizacdo da lesdo glomerular foi caracterizada
como segmentar ou global, conforme a lesdo glomerular esteja atingindo o glomérulo
parcial ou totalmente, e a distribuicdo das lesdes em focal ou difusa [22]. A celularidade
glomerular foi avaliada em 30 glomérulos por amostra, selecionados aleatoriamente em
cortes corados com Hematoxilina-Eosina (H-E) [23]. A quantificacdo diferencial das
células inflamatérias na regido cortical do rim foi realizada em 10 campos aleatdrios no
analisador de imagem computadorizado Leica Qwin D-1000, versdo 4.1 (Cambridge,

UK). A exposicéo dos dados foi em células/500.000 pm?.

Imunoistoquimica

Cortes de tecido renal incluidos em parafina foram desparafinados em xilol e
hidratados em concentracBes decrescentes de alcool etilico e submetidos ao bloqueio de
peroxidase enddgena e, posteriormente, tratados com solucdo Tris-HCI, pH 1,0. Em
seguida, os tecidos foram incubados overnight a 4°C em atmosfera Umida com o0s
anticorpos primarios: anticorpo policlonal de camundongo anti-Leishmania amazonensis
[Laboratério de Soroepidemiologia e Imunobiologia-IMT-USP-SP] [24]; anticorpo
policlonal de cabra anti-IgG canino (NB7338, Novus Biologicals); anticorpo policlonal
de cabra anti-IgM canino (NB7318, Novus Biologicals); anticorpo policlonal de cabra
anti-lIgA canino (NB7308, Novus Biologicals); anticorpo monoclonal de camundongo
anti-CD4 canino (DH29H, VMRD) e anticorpo monoclonal de camundongo anti-CD8
canino (CADO46A, VMRD). Apo6s a incubacao, seguiram-se as etapas de amplificagcdo

da reacédo utilizando os sistemas Envision+Sistem-HRP Labelled polymer, anti-mouse,
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DAKO e/ou LSAB+System-HRP Biotinylated link universal Streptavidin-HRP, DAKO.
As amostras foram incubadas em atmosfera Umida a 37°C intercaladas por lavagens em
PBS e a revelagdo feita com 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemical, EUA) em PBS
com peroxido de hidrogénio e seguiu-se a contracoloracdo com hematoxilina de Harrys e
montagens das laminas. A analise da imunomarcacdo foi realizada de forma semi-
quantitativa considerando-se a localizacdo e intensidade em escala de 0 a 4 onde 0 =
ausente, 1 = minima ou duvidosa; 2= média (leve); 3 = moderada; e 4 = severa. A
quantificacdo de células T CD4* e CD8" foi realizada em 30 glomérulos aleatérios no
analisador de imagem computadorizado Leica Qwin D-1000, versdo 4.1 (Cambridge,

UK).

Consideracdes éticas

O protocolo de experimentacdo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal/Universidade Federal do Piaui sob o protocolo n° 070/12,
seguindo normas reguladoras de procedimentos relativos a eutanasia em animais,
estabelecidas pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria, Resolugcdo n°® 714, em 20

de junho de 2002.

Analise estatistica

Os resultados quantitativos foram analisados por testes paramétricos ou nao
paramétricos de acordo com a natureza dos dados, utilizando programas estatisticos do
GraphPad Prism 6 demo statistical software (Califérnia, Estados Unidos). Foram

consideradas diferencas significantes quando P < 0,05.
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Resultados e discussao

No curso da erliquiose e da leishmaniose visceral, os rins sdo frequentemente
acometidos [10, 25]. No entanto, a patogénese da lesdo renal nos casos de céaes co-
infectados, ainda ndo esta esclarecida em infec¢bes naturais e/ou experimentais. A
compreensdo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessas doencas em casos de
co-infeccdo permite explicar as variacdes na apresentacao clinica, na patogenicidade e na
resposta a terapéutica [8, 12]. Com base nisso, avaliamos as lesdes histopatoldgicas nos
rins de cées naturalmente infectados por E. canis, L. (L.) infantum e/ou cées co-infectados,
a participacdo das células T CD4* e T CD8*, bem como de imunoglobulinas no
comprometimento renal.

Para exposicdo dos dados e comparacdo entre 0s grupos, 0s animais foram
classificados de acordo com o tipo de infec¢do em: cées infectados por E. canis (EC);
cdes infectados por L. (L.) infantum (Leish); cées co-infectados por E. canis e L. (L)
infantum (Co-infect) e cdes ndo infectados (Controle). Todos os animais infectados eram
sintomaticos, sendo que as manifestacdes clinicas mais frequentes foram linfadenopatia
em 86,49% % (32/37) e alteracGes cutaneas em 83,78% (31/37) dos casos. Né&o
observamos correlacdo entre as manifestacGes clinicas e os grupos de cées infectados.
Les&o renal nos cées infectados por E. canis, L. (L.) infantum e co-infectados

Considerando que sdo escassos 0s estudos da leséo renal na EMC [16], e em cées
co-infectados com L. (L.) infantum, focamos inicialmente na caracterizacdo do padréo
histopatoldgico da leséo renal nesses grupos associando-o com o perfil sérico de ureia e
creatinina.

Dos animais avaliados, apenas um cdo do grupo Leish e outro do Co-infect

estavam com valores de ureia e creatinina aumentados acima do valor de referéncia
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(Tabela 1). Sabe-se que azotemia renal é detectavel quando ha perda funcional de
aproximadamente 75% dos néfrons [26], 0 que nos leva a pensar que nesses dois casos
havia comprometimento renal extenso, uma vez que o exame histopatologico revelou
tambeém lesdes severas nesses animais. Os demais casos, embora no tecido renal as lesdes
avaliadas tenham sido severas em alguns cdes provavelmente ndo eram representativas
para todo o 6rgdo. Na EMC, ha relatos de aumento nas concentracfes séricas de ureia e
creatinina sugestivo de azotemia pré-renal e/ou glomerulopatia nos casos cronicos [27].
Ja na LVC a azotemia renal é um achado relativamente incomum, apesar da alta
prevaléncia de patologia renal em caes infectados por Leishmania e a insuficiéncia renal
ser uma das principais causas de morte do animal com LV [24, 25].

Tabela 1. Perfil bioquimico de cdes naturalmente infectados por E. canis, L. (L.) infantum, co-
infectados e controles ndo infectados

ALTERACOES EC Leish Co-infect Controle
BIOQUIMICAS N= 12 N=10 N=15 N=06
Uréia (mg/dL) | 29,70 (20,99-50,75)* 31,80 (25,91-66,90) 43,74 (34,00-66,00) 40,50 (34,73-48,00)
Creatinina
maldL) 1,00 (0,78-1,32) 1,29 (1,06-1,85) 107 (0,64-1,50) 1,15 (0,91-1,25)
ALT (U/L) | 26,97 (1350-39,03) 29,97 (19,43-44,51) 27,02 (19,22-33,65) 29,00 (23,25-41,24)
PrOtg;';JOta' 8,10 (7.45-8,84) 6,40 (5,56-10,46) 7,94 (6,90-9,55) 7,15 (6,95-7,45)
Albumi
(Z;‘ﬂ')”a 2,60 (195324)  2,62(2,25-305) 180 (1,28-2,14)%¢ 3,10 (2,40-3,49)
G'(Zs);i')”a 553 (473626  3,67(329-7,10) 632 (540-7,22° 4,15 (3,57-4,67)

* Mediana (percentis 25 — 75).
2 P< 0,05 (testes de Kruskal-Wallis e Dunns), em rela¢do ao grupo Controle.
b P< 0,05 (testes de Kruskal-Wallis e Dunns), em relagéo ao grupo EC.

¢ P< 0,05 (testes de Kruskal-Wallis e Dunns), em rela¢&o ao grupo Leish.

A relacédo proteina/creatinina urinaria € muito Util para estimativa da magnitude

da proteindria no céo e consequente detecgdo do risco de progressédo da lesdo renal [28].
N&o foi possivel realizarmos essas dosagens na urina, mas o exame histopatoldgico
revelou cilindros hialinos em tubulos renais nos cées infectados, sendo esta alteracdo

também indicativa de proteinuria [29]. Esses cilindros foram observados nos grupos EC
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e Leish em 50% dos casos, e Co-infect em 53,33%, a intensidade variou de minima a
moderada nos cées dos grupos EC e Leish, e de minima a severa nos caes co-infectados,
nos quais foi observada diferenca significativa em relacdo aos controles. Em condicGes
patoldgicas, a proteindria pode ser devido a danos nos glomérulos e nas células epiteliais
tubulares, onde normalmente ocorreria reabsor¢édo [29]. Tanto na EMC quanto na LVC
estudos relatam que as perdas proteicas urinarias sao causas de hipoalbuminemia [14, 16].
E provavel que essa seja uma das causas da hipoalbuminemia observada nos cdes com E.
canis, Leishmania e co-infectados presente em 41,67%, 50% e 93,33%, respectivamente.
Havendo diferenca significante no grupo de co-infectados, que apresentou
hipoalbuminemia mais expressiva comparado aos grupos EC, Leish e Controles.

Na analise histopatoldgica, as principais alteracdes observadas nos cées infectados
foram glomerulonefrite, nefrite intersticial e fibrose (Tabela 2). Em menor intensidade,
foram evidenciadas alteracGes tubulares caracterizadas por degeneracdo vacuolar,
necrose, atrofia e dilatacdo dos tdbulos, principalmente na regido cortical. Nos cdes co-

infectados, a lesdo tecidual era mais severa.

Tabela 2. Alteragdes histopatoldgicas em rins de cdes naturalmente infectados por E. canis, L.
(L.) infantum, co-infectados e controles ndo infectados

ALTERACOES EC Leish Co-infect Controle

HISTOPATOLOGICAS N=12 N=12 N=15 N=09

Glomerulonefrite 2,50 (2,00-3,00) 4,00 (3,00-4,00) *® 4,00 (3,00-4,00) *® 0,00 (0,0-0,0)
Nefrite intersticial 2,00 (1,00-3,75)2 2,00 (1,00-3,00)¢ 3,00 (2,00-4,00)® 1,00 (0,0-150)
Fibrose intersticial 0,00 (0,00-1,00) 1,50 (0,75-3,00)¢ 2,00 (0,00-3,00) ¢ 0,00 (0,00-0,00)
Cilindros hialinos 0,00 (0,00-1,75) 0,50 (0,00-2,00) 1,00 (0,00-3,00)2 0,00 (0,00-0,50)

* Mediana (percentis 25 — 75).

2 P< 0,05 (testes de Kruskal-Wallis e Dunns), em relacdo ao grupo Controle.
b P< 0,05 (testes de Kruskal-Wallis e Dunns), em relagéo ao grupo EC.

¢ P< 0,05 (testes de Kruskal-Wallis e Dunns), em relagéo ao grupo Leish.
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A lesdo renal mais frequente em nosso estudo foi a glomerulonefrite,
predominando o tipo Glomerulonefrite Membranoproliferativa (GNMP) em 83,33%
(10/12) no grupo EC, 70% (7/10) no grupo Leish e 73,33% (11/15) nos cées co-infectados
(Fig. 1A-B e C). A GNMP é caracterizada por espessamento da membrana basal dos
capilares glomerulares e da capsula urinaria, além de proliferacéo celular e lobulacdo mais
evidente [30, 31] A Glomerulonefrite Proliferativa (GNP) (Fig. 1D) foi observada em
16,67% (02/12), 30% (03/10) e 20% (03/15) nos animais dos grupos EC, Leish e Co-
infect, respectivamente. A sua principal caracteristica ¢ a proliferacdo de células
mesangiais sem alteraces da parede dos capilares glomerulares. Além disso, um céo co-
infectado manifestou Glomerulonefrite Membranosa (GNM), esse caso foi 0 Gnico em
gue a GN observada ndo foi o padrdo proliferativo. E somente um cdo do grupo Leish
estava com glomeruloesclerose, caracterizada por esclerose glomerular, neste caso, na
maioria dos glomérulos ja se observava proliferacdo acentuada da matriz mesangial e
hipocelularidade, havia ainda dilatacdo e atrofia tubulares, fibrose intersticial severa e
nefrite intersticial mononuclear. Neste caso, observou-se alteracdes macroscopicas como

reducao do volume renal, superficie irregular e consisténcia firme.
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Figura 1. (A) Glomeruluronefrite membranoproliferativa em cédo naturalmente infectado com E. canis (PAS). Barra= 25 um. (B) Glomerulonefrite
membranoproliferativa em cdo naturalmente infectado com L. (L.) infantum (PAS). Barra= 50 um. (C) Glomerulonefrite membranoproliferativa
em cédo naturalmente co-infectado com E. canis e L. (L.) infantum (PAMS). Barra= 25 um. (D) Glomerulonefrite proliferativa em cdo naturalmente

infectado com E. canis (H-E). Barra= 25 pm.
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Embora a glomerulonefrite seja descrita em cdes com erliquiose, Sd0 escassos 0S
estudos sobre classificacdo e alteracdes histopatologicas renais nessa enfermidade [10,
16, 18]). Codner et al, (1992)[32] avaliando rins de cdes na fase aguda da EMC
observaram infiltrado perivenular e intersticial rico em linfécitos e plasmacitos
principalmente no cértex renal e lesdes glomerulares minimas ou ausentes. Um caso
isolado relatado por Luckschander et al., (2003) [33] sugere glomerulopatia associada a
deposicdo de amiloide em um cdo com EMC.

Em nosso estudo, a glomerulonefrite foi a principal lesdo encontrada em caes
infectados por E. canis, porém, com intensidade variando de média a moderada, sendo
gue em muitos casos havia infiltrado inflamatério perivascular similar ao grupo Leish e
Co-infect. Ja nestes grupos, a intensidade da glomerulonefrite variou de moderada a
severa, e diferiu significativamente em comparacgéo aos cdes controles e aos do grupo EC
(Tabela 2). A celulariade glomerular foi avaliada por meio da contagem de células em
30 glomérulos de cada animal, sendo que o nimero de células foi mais elevado em todos
os grupos de infectados (Fig. 2 e 3), diferindo significativamente do grupo controle. Nos
cdes co-infectados observou-se marcada hipercelularidade em relacéo aos infectados por

E. canis (Fig. 3).
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Figura 2. (A) Glomérulo normal. (B) Hipercelularidade glomerular em céo naturalmente infectado com L. (L.) infantum, (C) infectados com E.
canis e (D) em cées co-infectados (H-E). Barra= 25 pm.
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Figura 3. Proliferacdo celular em glomérulos de cédes naturalmente infectados por E.
canis, L. (L.) infantum, co-infectados e controles ndo infectados. *P< 0,05, **P<0,01,
***P<0,00. Testes de Kruskall-Wallis e Dunns.

Na EMC, a vasculite decorrente de uma inflamacdo imunomediada tem sido a
principal causa de alteracBes patologicas em diversos o6rgdos [10, 34]. Na LVC, a lesdo
renal tem sido associada principalmente a glomerulonefrite membranoproliferativa e
proliferativa mesangial [24]. Quanto a sua patogénese, durante muito tempo varias
pesquisas afirmaram que as glomerulonefrites em cdes com LV eram desencadeadas por
imunocomplexos [35, 36]. No entanto, nas Ultimas décadas alguns grupos de pesquisa
vém demonstrando a participacdo da imunidade celular, particularmente, células T CD4*
no comprometimento renal [4, 37].

Em relagéo aos animais co-infectados, como a glomerulonefrite ndo diferiu entre
0s animais infectados por Leishmania (Tabela 2), mas estava mais severa em relagdo ao

grupo EC, acreditamos que a co-infeccdo entre E. canis e L. (L.) infantum também
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contribui para a severidade dessa alteracdo. Entretanto, a lesdo renal na LVC parece ser
mais grave do que nos outros grupos de cdes infectados, corroborando com a afirmacéo
de que glomerulopatia no cdo € uma importante causa de falha renal e morte dos caes com
LV [14, 38].

A nefrite intersticial foi evidenciada nos cdes infectados sendo em maior
intensidade na regido cortical (Fig. 4A). No grupo EC, a lesdo estava presente em 100%
dos casos, foi caracterizada por infiltrado inflamatério mononuclear com predominio de
linfdcitos, e em menor intensidade plasmacitos e histidcitos (Fig. 4B-C) em 75% dos cées
(09/12), variando de intensidade minima a severa. A localizacdo era peritubular,
perivascular e periglomerular, e em alguns casos subcapsular e a distribuicdo focal,
multifocal e multifocal coalescente. Na EMC, um padrdo um pouco diferente foi relatado
na literatura que caracterizou uma glomerulonefrite intersticial cronica multifocal com
presenca de infiltrado mononuclear [10]. Outro estudo observou glomerulopatia de
alteracdes minimas e infiltrado perivascular linfoplasmocitario no cortex renal [32]. No
grupo Leish, 90% dos cées apresentaram nefrite intersticial, o padréo de distribuicéo foi
similar ao encontrado no grupo EC, mas o infiltrado inflamatorio era predominante por
histidcitos (Fig. 3D) e em menor quantidade linfociticos em 55,55%, concordando com
Gomes et al, (2008) [39] que também demonstraram infiltrado linfohistiocitario e com
poucos plasmdcitos. A intensidade variou de minima a moderada. O mecanismo da nefrite
intersticial na leishmaniose visceral é controverso, estudos sugerem que as alteracfes na
membrana basal tubular e no intersticio devido a deposicéo de imunocomplexos sejam as
principais causas [35, 40]. Por outro lado, estudo conduzido por Gomes et al, 2008 [39]
mostrou que 75% dos cdes com LV apresentavam nefrite intersticial com presenca de
macréfagos e células T CD4* e CD8" sugerindo a participacdo dessas células no

mecanismo de lesdo na nefrite intersticial em cdes naturalmente infectados.
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Nos animais co-infectados, a nefrite intersticial foi evidenciada em 100% dos
casos, e de forma mais severa, o infiltrado era predominantemente
linfohistioplasmocitario, a intensidade variou de moderada a severa em 40% dos casos,
onde a distribuicdo foi multifocal, multifocal coalescente ou difusa, 0 que sugere que a
co-infeccdo com E. canis e L. (L.) infantum exacerba o comprometimento renal. Na
literatura pesquisada ndo encontramos nenhuma abordagem que comparasse o grau da
lesdo renal com esses agentes co-infectantes. Foi observado em 6rgdos como pele e
linfonodo de cédes co-infectados que a intensidade do infiltrado inflamatdrio é variavel,

mas com predominio de células mononucleares [8].
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Figura 4. Rim de cdo naturalmente infectado por E. canis: (A) infiltrado inflamatdrio intersticial (setas) e periglomerular (cabeca das setas); Barra=
100 um. (B) Infiltrado inflamatdrio na cortical caracterizado por predominio de linf6citos (#) e em menor nimero plasmacitos (*) e histiécitos (&).
(C) Infiltrado inflamat6rio na regido cortico-medular com predominio de plasmadcitos. Rim de cdo naturalmente infectado por L. (L.) infantum: (D)
infiltrado inflamatdrio intersticial rico em histiocitos. Barra= 10um.
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A fibrose intersticial estava presente principalmente na regido cortical nos trés
grupos de cdes infectados, sendo mais discreta no grupo EC onde apenas 25%
manifestaram essa alteracdo e com intensidade de minima a média. No grupo Leish, a
leséo foi observada em 80% e estando em intensidade média a severa em 50% destes. J&
nos cées co-infectados foi observado fibrose em 73,33%, e desses 63,63% com
intensidade média a moderada. Assim, a fibrose foi evidenciada em maior intensidade
nos grupos Leish (Fig. 5) e co-infectados, ambos diferindo significativamente em relacao
ao grupo controle. Essa lesdo ndo é frequentemente citada na EMC, particularmente nos
rins [10, 16]. No entanto, a LV é classicamente descrita como uma doenca sistémica
fibrotica [41], na qual as células inflamatdrias e citocinas sdo responsaveis pelo processo
fibrotico [42]. Acreditamos também que em nossos animais a participacdo das células
inflamatdrias e a producéo de citocinas sejam o principal mecanismo da lesao fibrotica,
uma vez que o infiltrado inflamatorio estava presente em maior intensidade nos cdes com

fibrose moderada a severa nos grupos Leish e Co-infect.
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Figura 5. Fibrose intersticial (em azul) em rim de cdo naturalmente infectado por L. (L.)
infantum. Tricromio de Masson. Barra= 25 pum.

Além de nefrite e fibrose intersticiais, outras alteracdes como cilindros hialinos
em tabulos renais (Fig. 6), degeneracdo tubular vacuolar, dilatacdo ou atrofia tubular

também foram eventualmente observadas em todos os grupos de animais infectados.
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Figura 6. Cilindros hialinos em tabulos renais de cdo naturalmente infectado com E. canis
(PAS). Barra= 50 pm.

Contagem diferencial das células inflamatérias em tecido renal

Estudos do tecido renal de cdes com nefropatia apresentam alteragdes
inflamatorias caracterizadas pela presenca predominante de leucdcitos da fase cronica,
como linfécitos e plasmacitos no intersticio renal mesmo em condicdes patoldgicas
distintas [31]. Para melhor entendimento dos constituintes celulares do infiltrado
inflamatorio, realizamos contagem diferencial das células presentes no infiltrado da
regido cortical, em cortes de tecido renal coradas por H-E, pois neste compartimento a
lesdo era em intensidade mais severa do que nos demais.

Os nossos dados mostram um infiltrado inflamatorio linfohistioplasmocitario. Os
linfocitos estavam presentes em maior nimero no grupo EC, e quase em mesma
intensidade no grupo Co-infect quando comparados ao grupo Leish (Fig. 7). A migracao

de células T para o infiltrado intersticial ja é descrita nas lesdes renais seja em casos
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humanos e/ou experimentais [43, 44]. A participacdo das celulas inflamatdrias, em
particular as células T CD4", parece assumir um papel importante na nefropatia uma vez
que o influxo dessas células para a regido glomerular e/ou intersticial acarreta na producéo
de elementos bioativos (p.e. citocinas e quimiocinas) que amplifica 0 processo
inflamatdrio e leséo tecidual tanto pela acdo direta de seus produtos quanto recrutamento
de mais células inflamatorias para o local [45]. Na LVC, foi demonstrado em rins de caes
naturalmente infectados que o comprometimento renal parece envolver as células T CD4*
e moléculas de adesdo [4]. Seguindo essa hipdtese e os dados do nosso estudo,
acreditamos que esse mesmo mecanismo também esteja envolvido nos outros grupos de

cées infectados.
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Figura 7. Contagem de linfocitos no infiltrado inflamatério presente na regido cortical de
rins de cdes naturalmente infectados por E. canis, L. (L.) infantum e co-infectados.
*P<0,05, teste Kruskal-Wallis e Dunns.

Os macréfagos tem papel multifuncional na inflamagdo, como a remodelacéo

tecidual por inducdo de apoptose coordenada e inibicdo de mitose de células residentes
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no tecido [46]. Encontramos numero significante de histiocitos no grupo Leish em
comparacéo ao grupo EC e Co-infect (Fig. 8). Sabe-se que tanto na LVC e EMC, ha uma
hiperplasia macrofagica em diversos 6rgdos com lesdo tecidual [9, 24, 39, 47, 48]. De
acordo com nossos achados, a participacdo dessas células no comprometimento renal é
mais pronunciada em cées infectados com LV. Em trabalho experimental com modelo
murino infectado com Leishmania foi demonstrado um grande ndmero de ceélulas
expressando F4/80 nos glomérulos [49], esse marcador é especifico para macréfago
maduro de camundongo [50]. Esses achados sugerem gque macrofagos poderiam estar
envolvidos na geracdo de produtos como 6xido nitrico, TNF e IL-1 nos rins [50-52],
lembrando que o macrofago é a maior fonte de TNF [51]. TNF é uma citocina pro-
inflamatdria com capacidade de iniciar a cascata de ativacdo de outras citocinas e de
fatores troficos que atuariam como indutores de lesdo renal. Esses macréfagos poderiam
ser oriundos da corrente sanguinea como foi demonstrado em glomerulonefrite
experimental [53], e estariam participando na patogenia modulando a sinalizacdo de
citocinas como evidenciado por Warschkau e Kiderlen (1999) [54] na infeccdo por

bactéria intracelular Listeria monocytogenes.
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Figura 8. Contagem de histidcitos no infiltrado inflamatorio presente na regido cortical
de rins de cdes naturalmente infectados por E. canis, L. (L.) infantum e co-infectados.
*P<0,05, teste Kruskal-Wallis e Dunns.

A contagem de plasmdcitos estava em menor nimero em relacdo aos linfdcitos e
histidcitos em todos os grupos, a exce¢do de um animal infectado com E. canis que teve
no infiltrado inflamatério um predominio acentuado de plasmacitos. Essas células
raramente sdo observadas no infiltrado inflamatorio em rins de cdes com LV, diferente
dos relatos naqueles infectados por E. canis sugerindo que na EMC, os plasmadcitos tem
um papel direto na patogénese da lesdo renal. Em nossos resultados, mostramos que no
grupo EC e Co-infect havia um maior nimero de plasmacitos no infiltrado quando
comparados ao grupo Leish (Fig. 9). Ambas as doencas sdo caracterizadas por
hiperglobulinemia acentuada [55, 56]. Na LV pode ocorrer mecanismo alternativo de
lesdo envolvendo 1gG, como por exemplo internalizacdo de IgG por células endoteliais
de animais infectados [57]. A 19gG pode participar da patogenia das lesdes renais, numa
fase inicial, e na fase mais cronica participaria células T [4, 49, 57]. Na EMC, acredita-se
que a exposicdo prolongada a antigenos de E. canis leva a uma resposta humoral

exacerbada e consequente dano tecidual [56].
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Figura 9. Contagem de plasmdcitos no infiltrado inflamatorio presente na regido cortical
de rins de cdes naturalmente infectados por E. canis, L. (L.) infantum e co-infectados.
*P<0,05, teste Kruskal-Wallis e Dunns.

Imunomarcacao de células T CD4* e CD8" em tecido renal

Na lesdo renal na EMC, a deposicédo de imunocomplexos é o principal mecanismo
aceito na patogénese dessa alteracdo [16]. A EMC assim como a LV € caracterizada por
um quadro clinico-patolégico similar, inclusive com comprometimento renal. Seguindo
esse raciocinio e considerando que na LVC foi constatada a participacdo de células T na
alteracdo renal [4], fizemos uma anélise semi-quantitativa por imunomarcacdo de células
T CD4* e CD8" no tecido renal em cdes com E. canis e co-infectados com L. (L.)
infantum, j& que dentro do nosso conhecimento ndo encontramos nenhum dado na
literatura que fornecesse essa informacao.

Assim, em nossa analise vimos em tecido renal que no grupo EC havia um
aumento significante da imunomarcagéo de células T CD4" na regido glomerular quando

comparado ao grupo Leish e Controle, e um maior nimero de células T CD8* em relagdo
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ao grupo Controle (Fig.10). A participacdo dessas células na EMC foi demonstrada em
alguns estudos, nos quais foi observada uma inverséo na propor¢do CD4/CD8 devido ao
aumento de células CD8 no sangue periférico e na regido folicular e medular de
linfonodos, sugerindo que a resposta imune mediada por celulas assume um papel

importante na doenca clinica [18, 58].
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Figura 10. Imunomarcacdo de células T CD4* (A) e CD8* (B) em glomérulos de cdes
naturalmente infectados por E. canis, L. (L.) infantum, co-infectados e controles ndo infectados.
*P < 0,05, **P <0,01, ***P <0,00. Testes de Kruskall-Wallis e Dunns.

Nas glomerulopatias, as células T podem estar agindo por trés mecanismos
distintos: como celulas T auxiliares em resposta induzida por células T dependente de
anticorpos a autoantigenos renais [59, 60]; dano glomerular devido ao infiltrado de
leucdcitos [59, 61]; e pela participacdo de célula T especifica a antigenos glomerulares
[62]. Dentro das nossas condi¢cdes nao podemos inferir sobre o mecanismo exato
responsavel pela lesdo glomerular na EMC, mas constatamos que as células T CD4" e T
CD8" estavam presentes em maior nimero no glomérulo no grupo EC. Sabe-se que
alteraces irreversiveis no rim ocorrem principalmente quando a inflamagéo se expande

do glomérulo para a regido tubulointersticial [63, 64]. A contagem diferencial do
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infiltrado inflamatdrio intersticial em que foi constatado um predominio de linfocitos T
corrobora com o observado pela imunomarcacdo no infiltrado que era constituido
principalmente por células T CD4* e T CD8", o que nos leva a acreditar que a inflamacéo
mantida por essas células seja uma das causas da alteracdo renal. Ha evidéncias de que o
infiltrado mononuclear tubulointersticial pode levar a um processo imunopatoldgico
continuo com remodelamento tecidual que causa uma atrofia tubular e deposicdo de
colageno no intersticio, ambos mantidos por um processo inflamatério local e
recrutamento de fibrdcitos [65].

Nos grupos Leish e Co-infectados o padrdo de imunomarcagdo de CD4" e CD8*
ndo diferiram do grupo EC, sendo observado também na regido glomerular e no infiltrado
inflamatério intersticial (Fig. 11). No grupo Leish apenas células CD4* estavam
aumentadas significativamente em relacdo ao grupo Controle corroborando com o0s
achados de Costa et al (2010) [4], reforcando assim a importancia das células T CD4* na
lesdo renal na LVC. Em contrapartida, nos grupos EC e Co-infect as células T CD8*
também parecem contribuir nas alteracdes nos rins na EMC, provavelmente, pelo mesmo
mecanismo demonstrado por Walker e Dumler (2015) [66] em infec¢Bes erliquiais em
que a producdo exacerbada de TNF-a por células T CD8* leva a apoptose e necrose nos

hepatdcitos.
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Figura 11. Cdo com LV: (A) Imunomarcacdo de células T CD4" no glomérulo e
intersticio. Céo co-infectado: Imunomarcacdo de células T CD8* no glomérulo e
intersticio. Imunoperoxidase. Barra= 25 pm.

A participacdo das células T CD4" e CD8" nas glomerulopatias proliferativas
mesangiais tem sido largamente estudada [44, 67]. As células T CD4" parecem ter um
papel importante na fase inicial da lesdo renal, e as células T CD8* na progressdo da
doenca, uma vez que foi demonstrado em diferentes tempos que a deplecdo dessas células
em ratos reduz o quadro de proteindria e previne a injuria renal. Nesse mesmo estudo, foi

demonstrado que a ativacdo de células T CD4* acarreta na producdo de citocinas Thl,
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principalmente, IFN-y e IL-12 que ativam macrofagos, citotoxicidade mediada por
células T CD8" e até mesmo células renais residentes levando ao dano tecidual. Células
T CD8" também podem produzir IFN-y bem como quimiocinas que atraem mais células
inflamatdrias para o local amplificando assim a injuria renal [67]. Com base no exposto
e nos dados obtidos nesse estudo, acreditamos que a participacdo das células T CD4" é
evidente em todos os grupos de cées infectados que desenvolveram uma glomerulonefrite
membranoproliferativa na maioria dos casos, em maior intensidade nos animais com
erliquiose e co-infectados. Em contrapartida, as células T CD8" parecem ter um papel

mais importante nos casos em que a infeccdo por E. canis estava presente.

Imunomarcacéo de Imunoglobulinas IgA, 1gG e IgM em tecido renal

Sabe-se que a hiperglobulinemia é umas das principais alteracfes na EMC em
consequéncia de uma resposta humoral acentuada [68, 69]. Esta contribui para uma
extensa infiltracdo plasmocitaria perivascular em diversos 6rgdos e consequente injdria
tecidual [17, 70]. Em nossos achados laboratoriais e histopatoldgicos confirmamos o
aumento acentuado de globulinas bem como o infiltrado intersticial e perivascular rico
em células plasmocitarias, respectivamente, diferente dos cdes com LV e co-infectados
que apresentavam um infiltrado predominantemente por histiécitos e linfocitos.

Historicamente, o envolvimento do sistema imunolégico nas glomerulopatias em
humanos e/ou modelos animais foi demonstrado pela primeira vez em tecido renal com
depdsitos de anticorpos dentro do glomérulo [71]. Sabendo que os anticorpos séo
classicamente descritos como responsaveis pelo comprometimento renal, estendemos
nossa analise por imunoistoquimica na deteccdo de anticorpos IgM, 1gG e IgA nos rins

dos cdes com E. canis, L. (L.) infantum e co-infectados.
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Nossos resultados demonstraram em todos 0s grupos, ao avaliarmos as
imunoglobulinas IgM, 1gG e IgA, um padrao de imunomarcacao granular nos glomérulos,
tubulos, intersticio e vasos da regido cortical e na regido medular, sendo a imunomarcacéo
mais evidente nos capilares glomerulares e nos capilares e intersticio da regido medular.
No grupo EC havia um predominio significante de 1gG na regido periglomerular quando
comparados ao grupo Leish (Tabela 3). Em 6rgdos linfoides, 0 aumento de IgM e IgG em
populacdes celulares contribui para as alteracbes morfologicas observadas no baco e
linfonodo em cées com E. canis [10]. A 1gG é uma imunoglobulina capaz de ativar o
sistema complemento bem como as reacGes de hipersensibilidade do tipo I11, a sua fungéo
bioldgica e a detec¢do aumentada dessa imunoglobulina na EMC fortalece a hipotese de

gue a vasculite seja mediada por anticorpos [10, 34].
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Tabela 3. Imunomarcacdo de imunoglobulinas IgA, IgM e 1gG em tecido renal de cées
naturalmente infectados por E. canis, L. (L.) infantum, co-infectados e controles ndo

infectados
PARAMETRO E. canis Leish Co-infect Controle
IgA N=12 N=10 N= 15 N= 06

Cépsula de Bowman
Meséangio

Capilares glomerulares
Periglomerular
Intersticio

Parede tubular

Luz tubular

Ldmen vascular
Perivascular

Regido medular

1,00 (0,00-2,00)
1,00 (0,00-1,00)
2,00 (1,00-2,75)
0,00 (0,00-1,75)
1,50 (1,00-2,00)
1,00 (1,00-2,75)
0,00 (0,00-1,75)
2,00 (1,00-2,75)
1,50 (00,0-2,00)
3,00 (2,00-3,00)

1,50 (0,00-3,00)
1,50 (1,00-2,00)
3,00 (2,00-4,00) b4
0,00 (0,00-0,00)
2,00 (1,00-2,50)
2,00 (1,50-3,25) ¢
2,00 (0,75-4,00)
3,00 (2,00-4,00) b4
0,50 (0,00-2,50)
4,00 (2,75-4,00) *>

1,00 (0,00-2,00)
1,00 (0,00-1,00)
1,00 (0,00-2,00)
0,00 (0,00-2,00)
2,00 (1,00-2,00)
1,00 (0,00-2,00)

2,00 (1,00-3,00) b

2,00 (0,00-3,00)
1,00 (0,00-2,00)
2,00 (2,00-4,00)

0,50 (0,00-2,00)
1,50 (0,00-2,25)
1,50 (0,00-4,00)
0,00 (0,00-0,25)
1,00 (1,00-1,50)
1,00 (1,00-2,00)
1,00 (0,75-2,00)
2,50 (0,75-3,25)
1,50 (0,00-3,25)
3,00 (1,75-4,00)

IgM

N=12

N=10

N=15

N= 06

Cépsula de Bowman
Meséangio

Capilares glomerulares
Periglomerular
Intersticio

Parede tubular

Luz tubular

Lamen vascular
Perivascular

Regido medular

0,50 (0,00-2,00)
2,00 (1,00-2,00)
3,00 (3,00-3,00)
1,00 (0,0-1,75)
2,00 (2,00-2,00)
0,50 (0,00-1,00)
1,00 (0,00-2,00)
2,00 (2,00-2,75)
1,00 (1,00-2,00)
3,00 (2,25-3,00)

0,00 (0,00-2,00)
2,00 (1,00-2,00)
4,00 (3,00-4,00) b4
0,00 (0,00-2,00)
3,00 (1,75-4,00)
0,00 (0,00-0,00)
1,00 (0,00-2,25)
4,00 (3,00-4,00) b4
2,00 (2,00-4,00)°
4,00 (3,00-4,00)

0,00 (0,00-2,00)
1,00 (1,00-2,00)
3,00 (2,00-3,00)
1,00 (00,0-2,00)
2,00 (2,00-3,00)
0,00 (0,00-1,00)
1,00 (0,00-2,00)
3,00 (2,00-3,00)
2,00 (2,00-3,00)
3,00 (2,00-4,00)

1,00 (0,00-2,50)
1,50 (1,00-2,25)
4,00 (3,50-4,00) >4
0,00 (0,00-0,25)
3,00 (1,75-3,25)
0,00 (0,00-1,00)
0,00 (0,00-1,25)
3,00 (1,50-4,00)
2,00 (0,00-2,25)
3,00 (2,75-4,00)

19G

N= 09

N= 09

N=15

N= 06

Capsula de Bowman
Mesangio

Capilares glomerulares
Periglomerular
Intersticio

Parede tubular

Luz tubular

Lamen vascular
Perivascular

Regido medular

2,00 (2,00-3,00)
2,00 (1,00-2,50)
2,00 (2,00-3,00)
2,00 (1,00-2,00) ©
3,00 (2,00-3,00)
1,00 (0,00-1,00)
2,00 (1,00-2,50)
2,00 (2,00-3,50)
2,00 (1,00-3,00)
2,50 (2,00-3,00)

3,00 (2,00-3,00)
2,00 (1,00-2,00)
3,00 (3,00-4,00) b4
0,00 (0,00-0,00)
2,00 (1,50-3,50)
2,00 (2,00-3,00) b
2,00 (1,00-3,00)
3,00 (3,00-4,00) >4
3,00 (1,50-3,00)
4,00 (3,00-4,00)

3,00 (2,00-4,00)
2,00 (1,00-2,00)
3,00 (2,00-3,00)
1,00 (0,00-1,00)
3,00 (2,00-3,00)
2,00 (1,75-3,00)
2,00 (0,00-3,00)
2,00 (2,00-3,00)
3,00 (2,00-3,00)
3,00 (3,00-4,00)

3,50 (2,25-4,00) ®
2,50 (1,00 -3,00)
4,00 (2,75-4,00) b4
0,00 (0,00-2,25)
3,00 (2,75-3,25)
0,50 (0,00-1,00)
0,50 (0,00-2,50)
2,00 (1,75-3,00)
2,50 (2,00-3,25)
4,00 (3,00-4,00)

*Mediana (percentis 25 — 75).
2 P< 0,05 (testes de Kruskall-Wallis e Dunns), em relacdo ao grupo Controle.

b P< 0,05 (testes de Kruskall-Wallis e Dunns), em relagdo ao grupo EC.

¢ P< 0,05 (testes de Kruskall-Wallis e Dunns), em rela¢do ao grupo Leish.
d P< 0,05 (testes de Kruskall-Wallis e Dunns), em relagéo ao grupo Co-infect.
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A maioria dos estudos sugere que a deposi¢do de imunocomplexo seja o principal
mecanismo responsavel pela glomerulonefrite na EMC [13, 18]. No entanto, Codner et
al. (1992)[32] avaliando cdes experimentalmente infectados por E. canis na fase aguda,
demonstraram lesdes glomerulares minimas ou ausentes acompanhadas por um aumento
moderado a acentuado de 1gG e IgM, e auséncia de C3, descartando o papel do
imunocomplexo na glomerulopatia. Nao foi possivel avaliarmos a participacdo de C3 na
les&o renal nesse estudo, mas ao constatarmos o aumento das células T CD4 e CD8 e das
imunoglobulinas nos rins dos cdes com E. canis, particularmente IgG, acreditamos que a
resposta imune celular e humoral sdo essenciais na patogénese da lesdo renal nessa
doenca.

Considerando que na LV também ocorre uma hiperglobulinemia e que a
participacdo das imunoglobulinas vem sendo extensivamente estudada nas
glomerulopatias nessa doenca, fizemos uma analise comparativa com o padrdo de
imunomarcacao de IgA, 1gG e IgM no tecido renal entre o grupo EC, grupo Leish e Co-
infect. Para nossa surpresa, 0 grupo Leish apresentou uma intensidade na imunomarcacao
de IgA, IgG e IgM significativamente maior em relacdo ao grupo EC (Fig. 12) e ao Co-
infect, particularmente, nos capilares glomerulares. Em menor grau, mas com diferenca
significante observamos um predominio de IgA na luz tubular, lamen vascular e regido
medular no grupo Leish diferindo estatisticamente comparado ao EC e Co-infect.
Igualmente, IgM estava presente no Iimen vascular e perivascular no grupo Leish,
diferindo de EC e Co-infect. Quanto a 1gG, a imunomarcacgéo foi maior na parede tubular
e ldmen vascular, no grupo Leish quando comparados aos grupos EC, Co-infect e
Controles (Tabela 3). Um aspecto a se destacar € que no exame histopatologico a leséo

glomerular em intensidade mais severa foi mais frequente nos caes com LV.
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Figura 12. Imunomarcacdo de imunoglobulinas em tecido renal. IgG, IgM e IgA em rim
de cdes do grupo Leish (A, C e E) e EC (B, D e F). Imunoperoxidase. Barra= 25 pum.

Costa et al. (2003)[24] ndo conseguiram atribuir as imunoglobulinas um papel na
lesdo renal em cdes com LV, uma vez que ndo observaram diferenca estatistica em
comparacao aos cdes controles, diferente do nosso estudo que mostrou um maior depdsito

de IgG na regido tubular e lamen vascular. Considerando que a deposicdo de
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imunoglobulinas pode causar injdria no glomérulo [72], era de se esperar um aumento da
mesma em caes infectados em relagéo ao grupo Controle. No entanto, o glomérulo quando
afetado tem sua permeabilidade alterada e consequente perda de macromoléculas, por
exemplo, imunoglobulinas para o filtrado glomerular acarretando na expansao da injuria
para o compartimento tubulointersticial [73]. Assim, ndo podemos descartar a hipotese
da participacdo das imunoglobulinas na patogénese na glomerulonefrite na LV.

Nos animais co-infectados foi observado um aumento da deposicéo de IgA na luz
tubular e IgM na regido perivascular quando comparados ao grupo EC. De forma
interessante, a intensidade da imunomarcacéo de IgA, IgG e IgM no grupo Leish também
foi maior nos capilares glomerulares em comparacdo ao grupo Co-infect (Tabela 3). Sabe-
se que os animais infectados com E. canis e L. (L.) infantum ao mesmo tempo, apresentam
um quadro clinico-patoldgico mais severo, o que foi constatado no exame histopatologico
em nosso estudo em relacdo ao grupo E. canis. Seguindo esse raciocinio, a nossa
expectativa era detectar em intensidade mais severa a deposi¢do de imunoglobulinas no
grupo Co-infect, mas como as duas doencas causam uma desregulacdo na resposta imune
celular e humoral € possivel que 0 mecanismo envolvendo a participacdo de anticorpos
na lesdo renal também seja regulado [18, 55]. Outra possibilidade é que os animais do
grupo Leish estivessem em um estagio mais avancado da infeccdo na qual sabidamente

ocorre comprometimento renal.

Conclusdes

Dentro de nosso conhecimento, esse foi o primeiro estudo envolvendo
imunopatologia da nefropatia em cées co-infectados com E. canis e L. (L.) infantum. O
padrédo histopatologico da lesdo renal em cédes naturalmente infectados por E. canis, L.

(L.) infantum e co-infectados n&o diferiram entre si, sendo a glomerulonefrite
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membranoproliferativa a que mais se destacou. Com o aumento das células T CD4" no
glomérulo na EMC e LV, acreditamos que essas células sdo importantes na lesdo renal.
No entanto, um maior nimero de células T CD8" foi observado nos grupos EC e Co-infect
sugerindo a participacdo dessas células no comprometimento renal na presenca da
infeccdo por E. canis.

As imunoglobulinas também parecem contribuir para a injuria renal na EMC, uma
vez que por imunomarcacao foi demonstrado um aumento de IgG no grupo EC na regiédo
periglomerular, e no grupo Leish quando comparados ao grupo E. canis e Co-infect,
particularmente, nos capilares glomerulares em que a deposicéo de anticorpos IgA, IgM
e 1gG estava aumentada. A deposicao de 1gG foi importante no grupo Leish na regido
tubular e limen vascular.

Em geral, mesmo em infeccdo natural podemos afirmar que o envolvimento renal
é acentuado em infec¢Bes concomitantes por E. canis e L. (L.) infantum. No entanto, para
melhores esclarecimentos sobre a patogenia da leséo faz-se necessario novos estudos de
preferéncia em infeccBes experimentais, nas quais é possivel acompanhar a progressao
da doenca e assim determinar marcadores que diferenciem claramente a patogénese nos

cées co-infectados.

Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Francisco Assis Lima Costa “in memorian” pela orientacdo e

disponibilidade na execucdo do estudo. A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior CAPES pelo apoio financeiro.



103

Referéncias Bibliogréaficas do Capitulo 11

1. Dantas-Torres F. Canine vector-borne diseases in Brazil. Parasit Vectors.
2008;1(1):25. doi: 10.1186/1756-3305-1-25 PMID: 18691408

2. Rene-Martellet M, Lebert I, Chene J, Massot R, Leon M, Leal A, et al. Diagnosis
and incidence risk of clinical canine monocytic ehrlichiosis under field conditions in
Southern Europe. Parasit Vectors. 2015;8:3. doi: 10.1186/s13071-014-0613-4. PMID:
25561342

3. Breitschwerdt EB. Riquetsioses. In: Ettinger SJ, Feldman EC, editors. Tratado de
Medicina Interna Veterinaria. Doencas do cdo e do gato. Rio de Janeiro.Guanabara
Koogan. 2004.

4. Costa FA, Prianti MG, Silva TC, Silva SM, Guerra JL, Goto H. T cells, adhesion
molecules and modulation of apoptosis in visceral leishmaniasis glomerulonephritis.
BMC Infect Dis. 2010;10:112. doi: 10.1186/1471-2334-10-112. PubMed PMID:
20459816

5. Reis AB, Martins-Filho OA, Teixeira-Carvalho A, Carvalho MG, Mayrink W,
Franca-Silva JC, et al. Parasite density and impaired biochemical/hematological status
are associated with severe clinical aspects of canine visceral leishmaniasis. Res Vet Sci.
2006;81(1):68-75. doi: 10.1016/j.rvsc.2005.09.011. PMID: 16288789.

6. Dumler JS, Barbet AF, Bekker CP, Dasch GA, Palmer GH, Ray SC, et al.
Reorganization of genera in the families Rickettsiaceae and Anaplasmataceae in the order
Rickettsiales: unification of some species of Ehrlichia with Anaplasma, Cowdria with
Ehrlichia and Ehrlichia with Neorickettsia, descriptions of six new species combinations
and designation of Ehrlichia equi and 'HGE agent' as subjective synonyms of Ehrlichia
phagocytophila. Int J Syst Evol Microbiol. 2001;51(Pt 6):2145-65. doi:
10.1099/00207713-51-6-2145. PMID: 11760958

7. Killick-Kendrick R. The life-cycle of Leishmania in the sandfly with special
reference to the form infective to the vertebrate host. Ann Parasitol Hum Comp. 1990;65
Suppl 1:37-42. PMID: 2264679.

8. Andrade GB, Barreto WT, Santos LL, Ribeiro LR, Macedo GC, Sousa KC, et al.
Pathology of dogs in Campo Grande, MS, Brazil naturally co-infected with Leishmania
infantum and Ehrlichia canis. Rev Bras Parasitol Vet. 2014;23(4):509-15. doi:
10.1590/51984-29612014081. PMID: 25517530

9. Tafuri WL, de Oliveira MR, Melo MN. Canine visceral leishmaniosis: a
remarkable histopathological picture of one case reported from Brazil. Vet Parasitol.
2001;96(3):203-12. PMID: 11240094

10.  de Castro MB, Machado RZ, de Aquino LP, Alessi AC, Costa MT. Experimental
acute canine monocytic ehrlichiosis: clinicopathological and immunopathological
findings. Vet Parasitol. 2004;119(1):73-86. doi: 10.1016/j.vetpar.2003.10.012. PMID:
15036578

11.  Graham AL, Cattadori IM, Lloyd-Smith JO, Ferrari MJ, Bjornstad ON.
Transmission consequences of coinfection: cytokines writ large? Trends Parasitol.
2007;23(6):284-91. doi: 10.1016/j.pt.2007.04.005. PMID: 17466597

12.  Cortese L, Pelagalli A, Piantedosi D, Cestaro A, Di Loria A, Lombardi P, et al.
Effects of therapy on haemostasis in dogs infected with Leishmania infantum, Ehrlichia
canis, or both combined. Vet Rec. 2009;164(14):433-4. PMID: 19346544

13. Harrus S, Day MJ, Waner T, Bark H. Presence of immune-complexes, and
absence of antinuclear antibodies, in sera of dogs naturally and experimentally infected



104

with Ehrlichia canis. Vet Microbiol. 2001;83(4):343-9. doi:
http://dx.doi.org/10.1016/S0378-1135(01)00431-X.

14, NOLI C. Leishmaniosis canine. Waltham Focus. 1999;9:16-24.

15. Lopez R, Lucena R, Novales M, Ginel PJ, Martin E, Molleda JM. Circulating
immune complexes and renal function in canine leishmaniasis. Zentralbl Veterinarmed
B. 1996;43(8):469-74. PMID: 8921735

16.  Codner EC, Maslin WR. Investigation of renal protein loss in dogs with acute
experimentally induced Ehrlichia canis infection. Am J Vet Res. 1992;53(3):294-9.
PMID: 1595954

17.  Reardon MJ, Pierce KR. Acute experimental canine ehrlichiosis. 1. Sequential
reaction of the hemic and lymphoreticular systems. Vet Pathol. 1981;18(1):48-61. PMID:
7467072.

18.  Frank JR, Breitschwerdt EB. A retrospective study of ehrlichiosis in 62 dogs from
North Carolina and Virginia. J Vet Intern Med. 1999;13(3):194-201. PMID: 10357108.
19.  Wen B, Rikihisa Y, Mott JM, Greene R, Kim HY, Zhi N, et al. Comparison of
nested PCR with immunofluorescent-antibody assay for detection of Ehrlichia canis
infection in dogs treated with doxycycline. J Clin Microbiol. 1997;35(7):1852-5. PMID:
9196207

20.  Cianciolo RE, Mohr FC, Aresu L, Brown CA, James C, Jansen JH, et al. World
Small Animal Veterinary Association Renal Pathology Initiative: Classification of
Glomerular  Diseases in  Dogs. Vet Pathol. 2016;53(1):113-35. doi:
10.1177/0300985815579996. PMID: 25957358

21.  Maxie MG, Newman S. The urinary system. In: Maxie M, editor. Pathology of
domestic animals. 2. 5th ed. Philadelphia: Elsevier Saunders; 2007. p. 425-522.

22.  Maxie, M.G and Newman, S.J, Urinay System. In: Jubb, Kennedy & Palmer's,
editors. Pathology of domestic animals . 6th ed. Philadelphia:Elsevir Saunders; 2015. pp.
376-464.

23.  Tisher C, Brenner B. Renal Pathology with clinical and functional correlations.
@, ed . Philadelphia JBL, editor. Philadelphia, J. B. Lippincott 1994.

24.  Costa FA, Goto H, Saldanha LC, Silva SM, Sinhorini IL, Silva TC, et al.
Histopathologic patterns of nephropathy in naturally acquired canine visceral
leishmaniasis. Vet Pathol. 2003;40(6):677-84. doi: 10.1354/vp.40-6-677. PMID:
14608021.

25.  Rigo RS, Carvalho CM, Honer MR, Andrade GB, Silva IS, Rigo L, et al. Renal
histopathological findings in dogs with visceral leishmaniasis. Rev Inst Med Trop Sao
Paulo. 2013;55(2):113-6. PMID: 23563764

26.  Waki MF, Martorelli CR, Mosko PE, Kogika MM. Classificacdo em estagios da
doenca renal crénica em cdes e gatos: abordagem clinica, laboratorial e terapéutica.
Ciéncia Rural. 2010;40:2226-34.

27.  Sousa VRF, Almeida AdBPFd, Barros LA, Sales KG, Justino CHdS, Dalcin L, et
al. Avaliagdo clinica e molecular de cdes com erliquiose. Ciéncia Rural. 2010;40:1309-
13.

28. Barsanti JA, Lees GE, Willard MD, Green RA. Urinary disorders. In: Willard MD,
Tvedten H, editors. Small Animal Clinical Diagnosis by Laboratory Methods.
Philadelphia: W. B. Saunders; 2004. p. 135-64.

29.  Grauer GF. Proteinuria: measurement and interpretation. Top Companion Anim
Med. 2011;26(3):121-7. doi: 10.1053/j.tcam.2011.04.002. PMID: 21782142

30.  Serakides, R. Sistema wurinario. In: Santos RL, Alessi AC. Patologia
Veterinaria.S&o Paulo: Roca; 2010. p. 291-336.



http://dx.doi.org/10.1016/S0378-1135(01)00431-X

105

31. ZACHARY JF, McGAVIN MD. Bases da Patologia em Veterinaria: Elsevier;
2013. 1324 p.

32.  Codner EC, Caceci T, Saunders GK, Smith CA, Robertson JL, Martin RA, et al.
Investigation of glomerular lesions in dogs with acute experimentally induced Ehrlichia
canis infection. Am J Vet Res. 1992;53(12):2286-91. PubMed PMID: 1476309

33.  Luckschander N, Kleiter M, Willmann M. [Renal amyloidosis caused by
Ehrlichia canis]. Schweiz Arch Tierheilkd. 2003;145(10):482-5. doi: 10.1024/0036-
7281.145.10.482. PMID: 14593934

34.  Simpson CF. Relationship of Ehrlichia canis-infected mononuclear cells to blood
vessels of lungs. Infect Immun. 1974;10(3):590-6. PMID: 4372174

35.  Poli A, Abramo F, Mancianti F, Nigro M, Pieri S, Bionda A. Renal involvement
in canine leishmaniasis. A light-microscopic, immunohistochemical and electron-
microscopic study. Nephron. 1991;57(4):444-52. PubMed PMID: 2046828

36.  Mancianti F, Poli A, Bionda A. Analysis of renal immune-deposits in canine
leishmaniasis. Preliminary results. Parassitologia. 1989;31(2-3):213-30. PMID: 2535031
37.  Prianti MG, Yokoo M, Saldanha LC, Costa FA, Goto H. Leishmania (Leishmania)
chagasi-infected mice as a model for the study of glomerular lesions in visceral
leishmaniasis. Braz J Med Biol Res. 2007;40(6):819-23. PMID: 17581681

38.  Mylonakis ME, Koutinas AF, Breitschwerdt EB, Hegarty BC, Billinis CD,
Leontides LS, et al. Chronic canine ehrlichiosis (Ehrlichia canis): a retrospective study
of 19 natural cases. J Am Anim Hosp Assoc. 2004;40(3):174-84. doi: 10.5326/0400174.
PMID: 15131097

39. Gomes LA Costa FAL, Goto H, Mineiro ALBB, Silva SMMS. Lesbes renais
intersticiais e tubulares na Leishmaniose Visceral. Revista Portuguesa de Ciéncias
Veterinarias. 2008;103:567-8.

40.  Dutra M, Martinelli R, de Carvalho EM, Rodrigues LE, Brito E, Rocha H. Renal
involvement in visceral leishmaniasis. Am J Kidney Dis. 1985;6(1):22-7. PMID:
4025325

41.  Silva LC, Castro RS, Figueiredo MM, Michalick MS, Tafuri WL. Canine visceral
leishmaniasis as a systemic fibrotic disease. Int J Exp Pathol. 2013;94(2):133-43. doi:
10.1111/iep.12010. PMID: 23419132

42.  Wick G, Backovic A, Rabensteiner E, Plank N, Schwentner C, Sgonc R. The
immunology of fibrosis: innate and adaptive responses. Trends Immunol.
2010;31(3):110-9. doi: 10.1016/j.it.2009.12.001. PMID: 20106721

43. Liu L, Kou P, Zeng Q, Pei G, Li Y, Liang H, et al. CD4+ T Lymphocytes,
especially Th2 cells, contribute to the progress of renal fibrosis. Am J Nephrol.
2012;36(4):386-96. doi: 10.1159/000343283. PMID: 23052013

44,  Kurts C, Heymann F, Lukacs-Kornek V, Boor P, Floege J. Role of T cells and
dendritic cells in glomerular immunopathology. Semin Immunopathol. 2007;29(4):317-
35. doi: 10.1007/s00281-007-0096-x. PMID: 17955242

45,  Kurts C, Panzer U, Anders HJ, Rees AJ. The immune system and kidney disease:
basic concepts and clinical implications. Nat Rev Immunol. 2013;13(10):738-53. doi:
10.1038/nri3523. PMID: 24037418

46. Duffield JS, Erwig LP, Wei X, Liew FY, Rees AJ, Savill JS. Activated
macrophages direct apoptosis and suppress mitosis of mesangial cells. J Immunol.
2000;164(4):2110-9. PMID: 10657665

47, Hildebrandt PK, Huxsoll DL, Walker JS, Nims RM, Taylor R, Andrews M.
Pathology of canine ehrlichiosis (tropical canine pancytopenia). Am J Vet Res.
1973;34(10):1309-20. PMID: 4542936



106

48.  Kelly PJ. Canine ehrlichioses: an update. J S Afr Vet Assoc. 2000;71(2):77-86.
PMID: 11030356

49.  Prianti MG. Desenvolvimento e patogenia da glomerulonefrite na leishmaniose
visceral em camundongos: Universidade de S&o Paulo; S&o Paulo. 2006.

50. Hume DA, Gordon S. Mononuclear phagocyte system of the mouse defined by
immunohistochemical localization of antigen F4/80. Identification of resident
macrophages in renal medullary and cortical interstitium and the juxtaglomerular
complex. J Exp Med. 1983;157(5):1704-9. PMID: 6854206

51.  Tipping PG, Leong TW, Holdsworth SR. Tumor necrosis factor production by
glomerular macrophages in anti-glomerular basement membrane glomerulonephritis in
rabbits. Lab Invest. 1991;65(3):272-9. PMID: 1890807

52.  Matsumoto K, Dowling J, Atkins RC. Production of interleukin 1 in glomerular
cell cultures from patients with rapidly progressive crescentic glomerulonephritis. Am J
Nephrol. 1988;8(6):463-70. PMID: 3265284

53.  Schreiner GF, Cotran RS, Pardo V, Unanue ER. A mononuclear cell component
in experimental immunological glomerulonephritis. J Exp Med. 1978;147(2):369-84.
PMID: 146726

54.  Warschkau H, Kiderlen AF. A monoclonal antibody directed against the murine
macrophage surface molecule F4/80 modulates natural immune response to Listeria
monocytogenes. J Immunol. 1999;163(6):3409-16. PMID: 10477612

55.  Reis AB, Martins-Filho OA, Teixeira-Carvalho A, Giunchetti RC, Carneiro CM,
Mayrink W, et al. Systemic and compartmentalized immune response in canine visceral
leishmaniasis. Vet  Immunol  Immunopathol.  2009;128(1-3):87-95.  doi:
10.1016/j.vetimm.2008.10.307. PMID: 19054576

56.  Harrus S, Waner T, Avidar Y, Bogin E, Peh H, Bark H. Serum protein alterations
in canine ehrlichiosis. Vet Parasitol. 1996;66(3-4):241-9. PMID: 9017886

57.  Mathias R, Costa FA, Goto H. Detection of immunoglobulin G in the lung and
liver of hamsters with visceral leishmaniasis. Braz J Med Biol Res. 2001;34(4):539-43.
PMID: 11285467

58. Heeb HL, Wilkerson MJ, Chun R, Ganta RR. Large granular lymphocytosis,
lymphocyte subset inversion, thrombocytopenia, dysproteinemia, and positive Ehrlichia
serology in a dog. J Am Anim Hosp Assoc. 2003;39(4):379-84. doi: 10.5326/0390379.
PMID: 12873028

59.  Wu J, Hicks J, Borillo J, Glass WF, 2nd, Lou YH. CD4(+) T cells specific to a
glomerular basement membrane antigen mediate glomerulonephritis. J Clin Invest.
2002;109(4):517-24. doi: 10.1172/jci13876. PMID: 11854324

60.  Hopfer H, Holzer J, Hunemorder S, Paust HJ, Sachs M, Meyer-Schwesinger C, et
al. Characterization of the renal CD4+ T-cell response in experimental autoimmune
glomerulonephritis. Kidney Int. 2012;82(1):60-71. doi: 10.1038/ki.2012.73. PMID:
22437418

61. Tipping PG, Huang XR, Qi M, Van GY, Tang WW. Crescentic
glomerulonephritis in CD4- and CD8-deficient mice. Requirement for CD4 but not CD8
cells. Am J Pathol. 1998;152(6):1541-8. PMID: 9626058

62. Kalluri R, Danoff TM, Okada H, Neilson EG. Susceptibility to anti-glomerular
basement membrane disease and Goodpasture syndrome is linked to MHC class 1l genes
and the emergence of T cell-mediated immunity in mice. J Clin Invest. 1997;100(9):2263-
75. doi: 10.1172/jci119764. PMID: 9410904

63. Bohle A, Kressel G, Muller CA, Muller GA. The pathogenesis of chronic renal
failure. Pathol Res Pract. 1989;185(4):421-40. doi: 10.1016/s0344-0338(89)80058-5.
PMID: 2690036



107

64.  Markovic-Lipkovski J, Muller CA, Risler T, Bohle A, Muller GA. Association of
glomerular and interstitial mononuclear leukocytes with different forms of
glomerulonephritis. Nephrol Dial Transplant. 1990;5(1):10-7. PMID: 2109281

65.  Niedermeier M, Reich B, Rodriguez Gomez M, Denzel A, Schmidbauer K, Gobel
N, et al. CD4+ T cells control the differentiation of Gr1+ monocytes into fibrocytes. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2009;106(42):17892-7. doi: 10.1073/pnas.0906070106. PMID:
19815530

66.  Walker DH, Dumler JS. The role of CD8 T lymphocytes in rickettsial infections.
Semin Immunopathol. 2015;37(3):289-99. doi: 10.1007/s00281-015-0480-x. PMID:
25823954

67. Ikezumi Y, Kanno K, Karasawa T, Han GD, Ito Y, Koike H, et al. The role of
lymphocytes in the experimental progressive glomerulonephritis. Kidney Int.
2004,66(3):1036-48. doi: 10.1111/j.1523-1755.2004.00852.x. PMID: 15327397

68.  Breitschwerdt EB, Woody BJ, Zerbe CA, De Buysscher EV, Barta O. Monoclonal
gammopathy associated with naturally occurring canine ehrlichiosis. J Vet Intern Med.
1987;1(1):2-9. PMID: 3506617

69.  Rungsipipat A, Oda M, Kumpoosiri N, Wangnaitham S, Poosoonthontham R,
Komkaew W, et al. Clinicopathological study of experimentally induced canine
monocytic ehrlichiosis.Comp. Clin Pathol. 2009; 18:13-22. doi 10.1007/s00580-008-
0759-6

70.  Troy GC, Forrester SD. Canine ehrlichiosis. In: Greene CE, editor. Infectious
diseases of the dog and cat. Philadelphia: W.B. Saunders; 1990. p. 48-59.

71.  Theofilopoulos A, Dixon F. Immune complexes in human diseases: a review. Am
J Pathol. 1980; 2:529-94.

72.  Moriyama T, Shimizu ARI, Takei T, Uchida K, Honda K, Nitta K. Characteristics
of immunoglobulin A nephropathy with mesangial immunoglobulin G and
immunoglobulin M deposition. Nephrology. 2010; 15(8):747-54. doi: 10.1111/j.1440-
1797.2010.01296.x.

73.  Matovinovi¢ M. Pathophysiology and classification of kidney diseases. The
Journal of the International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.
2009; 20:1-10.



108

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS GERAIS

AGUIAR, D. M. etal. Prevalence of Ehrlichia canis (Rickettsiales: Anaplasmataceae) in
dogs and Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) ticks from Brazil. J Med Entomol,
v. 44, n. 1, p. 126-32, 2007.

ALEXANDRE-PIRES, G. et al. Canine leishmaniasis. Immunophenotypic profile of
leukocytes in different compartments of symptomatic, asymptomatic and treated dogs.
Vet Immunol Immunopathol, v. 137, n. 3-4, p. 275-83, 2010.

ALVAR, J. et al. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence. PL0oS
One, v. 7,n. 5, p. e35671, 2012.

ALVES, G. B. et al. Cardiac and pulmonary alterations in symptomatic and
asymptomatic dogs infected naturally with Leishmania (Leishmania) chagasi. Braz J
Med Biol Res, v. 43, n. 3, p. 310-5, 2010.

ANDRADE, G. B. et al. Pathology of dogs in Campo Grande, MS, Brazil naturally co-
infected with Leishmania infantum and Ehrlichia canis. Rev Bras Parasitol Vet, v. 23,
n. 4, p. 509-15, 2014.

BANETH, G. et al. Canine leishmaniosis - new concepts and insights on an expanding
zoonosis: part one. Trends Parasitol, v. 24, n. 7, p. 324-30, 2008.

BAPTISTA-FERNANDES, T. etal. Intra-specific variability of virulence in Leishmania
infantum zymodeme MON-1 strains. Comp Immunol Microbiol Infect Dis, v. 30, n. 1,
p. 41-53, 2007.

BARBIERI, C. L. Immunology of canine leishmaniasis. Parasite Immunol, v. 28, n. 7,
p. 329-37, 2006.

BONFANTI, U. et al. Free light-chain proteinuria and normal renal histopathology and
function in 11 dogs exposed to Lleishmania infantum, Ehrlichia canis, and Bbabesia
canis. J Vet Intern Med, v. 18, n. 5, p. 618-24, 2004.

BORIN, S.; CRIVELENTI, L. Z.; FERREIRA, F. A. Aspectos epidemioldgicos, clinicos
e hematoldgicos de 251 cdes portadores de morula de Ehrlichia spp. naturalmente
infectados. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 61, p. 566-
571, 20009.

BOURDOISEAU, G. et al. Lymphocyte subset abnormalities in canine leishmaniasis.
Vet Immunol Immunopathol, v. 56, n. 3-4, p. 345-51, 1997.

BREITSCHWERDT, E. B. Riquetsioses. ETTINGER, S. J. e FELDMAN, E. C Tratado
de medicina interna veterinaria. Doengas do c&o e do gato. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan: 422-429 p. 2004.



109

CARDOSO, L. et al. Anti-Leishmania humoral and cellular immune responses in
naturally infected symptomatic and asymptomatic dogs. Vet Immunol Immunopathol,
v. 117, n. 1-2, p. 35-41, 2007.

CARLOS, R. S. A. et al. Freqgliéncia de anticorpos anti-Erhlichia canis, Borrelia
burgdorferi e antigenos de Dirofilaria immitis em cées na microrregido llhéus-Itabuna,
Bahia, Brasil. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 16, p. 117-120, 2007.

CARRILLO, E.; MORENO, J. Cytokine profiles in canine visceral leishmaniasis.
Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 128, n. 1-3, p. 67-70, 2009.

CIARAMELLA, P. et al. Altered platelet aggregation and coagulation disorders related
to clinical findings in 30 dogs naturally infected by Leishmania infantum. Vet J, v. 169,
n. 3, p. 465-7, 2005.

CODNER, E. C. et al. Investigation of glomerular lesions in dogs with acute
experimentally induced Ehrlichia canis infection. Am. J. Vet. Res, v.53, n.12, p.2286-
91,1992.

CODNER, E. C.; MASLIN, W. R. Investigation of renal protein loss in dogs with acute
experimentally induced Ehrlichia canis infection. Am J Vet Res, v. 53, n. 3, p. 294-9,
1992.

CORTESE, L. etal. Effects of therapy on haemostasis in dogs infected with Leishmania
infantum, Ehrlichia canis, or both combined. Vet Rec, v. 164, n. 14, p. 433-4, 2009.

COSTA, F. A. etal. Histopathologic patterns of nephropathy in naturally acquired canine
visceral leishmaniasis. Vet Pathol, v. 40, n. 6, p. 677-84, 2003.

COSTA, F. A.etal. T cells, adhesion molecules and modulation of apoptosis in visceral
leishmaniasis glomerulonephritis. BMC Infect Dis, v. 10, p. 112, 2010.

COSTA, J. O. etal. Ehrlichia canis infection in dog in Belo Horizonte — Brazil. Arquivo
da Escola de Veterinaria, UFMG, v. 25, p. 199-200, 1973.

COSTA, M. etal. Bioquimica sérica de cdes infectados por Ehrlichia canis, Anaplasma
platys e Leishmania sp. Acta Scientiae Veterinariae, v. 43, p. 1-7, 2015.

COUTO, C. G. Doenga riquetsiais. BIRCHARD, S. J. e SHERDING, R. G. Manual
Saunders clinica de pequenos animais. Sdo Paulo: Editora Roca: 947-948 p. 2003.

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

DANTAS-TORRES, F. Canine vector-borne diseases in Brazil. Parasit VVectors, v. 1, n.
1, p. 25, 2008.

DE CASTRO, M. B. et al. Experimental acute canine monocytic ehrlichiosis:
clinicopathological and immunopathological findings. Vet Parasitol, v. 119, n. 1, p. 73-
86, Jan 2004.



110

DEANE, L. M.; DEANE, M. P. Leishmaniose visceral urbana ( no cdo e no homem) em
Sobral Ceara. O Hospital, v. 47, p. 75-87, 1955.

DRUMOND, K. O.; COSTA, F. A. Forty years of visceral leishmaniasis in the State of
Piaui: a review. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, v. 53, n. 1, p. 3-11, 2011.

DUMLER, J. S. et al. Reorganization of genera in the families Rickettsiaceae and
Anaplasmataceae in the order Rickettsiales: unification of some species of Ehrlichia with
Anaplasma, Cowdria with Ehrlichia and Ehrlichia with Neorickettsia, descriptions of six
new species combinations and designation of Ehrlichia equi and 'HGE agent' as subjective
synonyms of Ehrlichia phagocytophila. Int J Syst Evol Microbiol, v. 51, n. Pt 6, p. 2145-
65, 2001.

ELSHAFIE, A. I. et al. Cystatin C as a marker of immune complex-associated renal
impairment in a Sudanese population with visceral leishmaniasis. Am J Trop Med Hyg,
v. 75, n. 5, p. 864-8, 2006.

FARIA, A.; ANDRADE, H. Diagnoéstico da leishmaniose visceral canina: grandes
avancos tecnoldgicos e baixa aplicacdo pratica. Revista Pan-Amazonica de Saulde, v. 3,
p. 47-57, 2012.

FONSECA, L. S. Erliquiose e anaplasmose canina e humana em Teresina -P1, Brasil.
2014. 59 p (Tese). Doutorado em Ciéncia Animal. Universidade Federal do Piaui.
Teresina-Pl.

FRANK, J. R.; BREITSCHWERDT, E. B. A retrospective study of ehrlichiosis in 62
dogs from North Carolina and Virginia. J Vet Intern Med, v. 13, n. 3, p. 194-201, 1999.

FREITAS, J. C. C. D. etal. Clinical and laboratory alterations in dogs naturally infected
by Leishmania chagasi. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 45,
p. 24-29, 2012.

GOMES, A. P. S.; CORDEIRO, R. L. R. Reagdo cruzada no diagndstico sorolégico de
leishmaniose canina. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 23, p. 138,
2004.

GRAHAM, A. L. etal. Transmission consequences of coinfection: cytokines writ large?
Trends Parasitol, v. 23, n. 6, p. 284-91, 2007.

GUARGA, J. L. et al. Canine leishmaniasis transmission: higher infectivity amongst
naturally infected dogs to sand flies is associated with lower proportions of T helper cells.
Res Vet Sci, v. 69, n. 3, p. 249-53, 2000.

HARRUS, S. et al. Presence of immune-complexes, and absence of antinuclear
antibodies, in sera of dogs naturally and experimentally infected with Ehrlichia canis.
Veterinary Microbiology, v. 83, n. 4, p. 343-349, 2001.

HARRUS, S.; WANER, T. Diagnosis of canine monocytotropic ehrlichiosis (Ehrlichia
canis): an overview. Vet J, v. 187, n. 3, p. 292-6, 2011.



111

HARRUS, S. et al. Recent advances in determining the pathogenesis of canine monocytic
ehrlichiosis. J Clin Microbiol, v. 37, n. 9, p. 2745-9, 1999.

HARRUS, S. et al. Down-regulation of MHC class Il receptors of DH82 cells, following
infection with Ehrlichia canis. Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 96,
n. 3-4, p. 239-243, 2003.

HASEGAWA, W. Dinamica da infeccdo experimental de cées por Ehrlichia canis:
aspectos clinicos, laboratoriais e resposta imune humoral cellular. 2005. 134 p (Tese).
Doutorado em Medicina Veterinaria. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Séo Paulo. S&o Paulo-SP.

HEEB, H. L. et al. Large granular lymphocytosis, lymphocyte subset inversion,
thrombocytopenia, dysproteinemia, and positive Ehrlichia serology in a dog. J Am Anim
Hosp Assoc, v. 39, n. 4, p. 379-84, 2003.

HILDEBRANDT, P. K. et al. Ultrastructure of Ehrlichia canis. Infect Immun, v. 7, n.
2, p. 265-71, 1973a.

HILDEBRANDT, P. K. Pathology of canine ehrlichiosis (tropical canine pancytopenia).
Am J Vet Res, v. 34, n. 10, p. 1309-20, 1973b.

IKEDA-GARCIA, F. A. etal. Evaluation of renal and hepatic functions in dogs naturally
infected by visceral leishmaniasis submitted to treatment with meglumine antimoniate.
Res Vet Sci, v. 83, n. 1, p. 105-8, 2007.

KAKOMA, I. et al. Autologous lymphocyte-mediated cytotoxicity against monocytes in
canine ehrlichiosis. Am J Vet Res, v. 38, n. 10, p. 1557-9, 1977.

KARRAS, A. et al. Renal involvement in monoclonal (type I) cryoglobulinemia: two
cases associated with 19G3 kappa cryoglobulin. Am J Kidney Dis, v. 40, n. 5, p. 1091-
6, 2002.

KILLICK-KENDRICK, R. The life-cycle of Leishmania in the sandfly with special
reference to the form infective to the vertebrate host. Ann Parasitol Hum Comp, v. 65
Suppl 1, p. 37-42, 1990.

KOUTINAS, A. F.; KOUTINAS, C. K. Pathologic mechanisms underlying the clinical
findings in canine leishmaniasis due to Leishmania infantum/chagasi. Vet Pathol, v. 51,
n. 2, p. 527-38, 2014.

KURTS, C. et al. Role of T cells and dendritic cells in glomerular immunopathology.
Semin Immunopathol, v. 29, n. 4, p. 317-35, 2007.

KURTS, C. et al. The immune system and kidney disease: basic concepts and clinical
implications. Nat Rev Immunol, v. 13, n. 10, p. 738-53, 2013.



112

LAINSON, R.; RYAN, L.; SHAW, J. J. Infective stages of Leishmania in the sandfly
vector and some observations on the mechanism of transmission. Mem Inst Oswaldo
Cruz, v. 82, n. 3, p. 421-4, 1987.

LEWIS, G. E., JR.; HILL, S. L.; RISTIC, M. Effect of canine immune serum on the
growth of Ehrlichia canis within nonimmune canine macrophages. Am J Vet Res, v. 39,
n. 1, p. 71-6, 1978.

LOPEZ, R. et al. Circulating immune complexes and renal function in canine
leishmaniasis. Zentralbl Veterinarmed B, v. 43, n. 8, p. 469-74, 1996. 0514-7166.

LUCKSCHANDER, N.; KLEITER, M.; WILLMANN, M. [Renal amyloidosis caused by
Ehrlichia canis]. Schweiz Arch Tierheilkd, v. 145, n. 10, p. 482-5, 2003.

MANCIANTI, F.; POLI, A.; BIONDA, A. Analysis of renal immune-deposits in canine
leishmaniasis. Preliminary results. Parassitologia, v. 31, n. 2-3, p. 213-30, 1989.

MATHIAS, R.; COSTA, F. A.; GOTO, H. Detection of immunoglobulin G in the lung
and liver of hamsters with visceral leishmaniasis. Braz J Med Biol Res, v. 34, n. 4, p.
539-43, 2001.

MCGAVIN, M. D., ZACHARY, J. F.; Bases da patologia em veterinaria. Elsevier,
2013. 1324 p.

MENDONCA, C. et al. Erliquiose canina: alteracdes hematologicas em cdes domésticos
naturalmente infectados. Bioscience Journal, v. 21, p. 167-174, 2005.

MENEZES-SOUZA, D. et al. Cytokine and transcription factor profiles in the skin of
dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania) chagasi presenting distinct
cutaneous parasite density and clinical status. Vet Parasitol, v. 177, n. 1-2, p. 39-49,
2011.

MIGUEL, P.; RODRIGUEZ PUYOL, D. R. Glomerulopatias. concepto, clasificacion,
etiopatogenia. Medicine, v. 80, p. 5125-5130, 2007.

MOREIRA, S. M. et al. Retrospective study (1998-2001) on canine ehrlichiosis in Belo
Horizonte, MG, Brazil. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, V.
55, p. 141-147, 2003.

MORENO, J. et al. The immune response and PBMC subsets in canine visceral
leishmaniasis before, and after, chemotherapy. Vet Immunol Immunopathol, v. 71, n.
3-4, p. 181-95, 1999.

MOURA, R. O. D.; PAULA, V. V.; SOARES, M. J. V. Alteracdes renais em cdes (Canis
familiaris) soropositivos para leishmaniose: aspectos clinicos, laboratoriais e
histopatolégicos. Revista Brasileira de Medicina Veterinéria, v. 4, p. 61-64, 2002.

MYLONAKIS, M. E. etal. Chronic canine ehrlichiosis (Ehrlichia canis): a retrospective
study of 19 natural cases. J Am Anim Hosp Assoc, v. 40, n. 3, p. 174-84, 2004.



113

NAKAGHI, A. C. H. et al. Canine ehrlichiosis: clinical, hematological, serological and
molecular aspects. Ciéncia Rural, v. 38, p. 766-770, 2008.

NASR, S. H. etal. Proliferative glomerulonephritis with monoclonal 19gG deposits. J Am
Soc Nephrol, v. 20, n. 9, p. 2055-64, 2009.

NICHOLSON, W. L. et al. The increasing recognition of rickettsial pathogens in dogs
and people. Trends Parasitol, v. 26, n. 4, p. 205-12, 2010.

NIETO, C. G. et al. Pathological changes in kidneys of dogs with natural Leishmania
infection. Vet Parasitol, v. 45, n. 1-2, p. 33-47, 1992.

NOLLI, C. Leishmaniosis canine. Waltham Focus, v. 9, p. 16-24, 1999.

ORIA, A.P.; PEREIRA, P. M.; LAUS, J. L. Uveitis in dogs infected with Ehrlichia canis.
Ciéncia Rural, v. 34, p. 1289-1295, 2004.

PAHO/OMS. Leishmaniasis. 2013. website
http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=21608
&Itemid= Acesso em: 26/10/2015.

PAULAN, S. D. C. etal. Seroprevalence rates of antibodies against Leishmania infantum
and other protozoan and rickettsial parasites in dogs. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterindria, v. 22, p. 162-166, 2013.

PEDCHENKO, V. et al. Molecular architecture of the Goodpasture autoantigen in anti-
GBM nephritis. N Engl J Med, v. 363, n. 4, p. 343-54, 2010.

POLI, A. et al. Renal involvement in canine leishmaniasis. A light-microscopic,
immunohistochemical and electron-microscopic study. Nephron, v. 57, n. 4, p. 444-52,
1991.

PRIANTI, M. G. et al. Leishmania (Leishmania) chagasi-infected mice as a model for
the study of glomerular lesions in visceral leishmaniasis. Braz J Med Biol Res, v. 40, n.
6, p. 819-23, 2007.

QUINNELL, R. J.; COURTENAY, O. Transmission, reservoir hosts and control of
zoonotic visceral leishmaniasis. Parasitology, v. 136, n. 14, p. 1915-34, 20009.

QUINNELL, R. J. etal. IgG subclass responses in a longitudinal study of canine visceral
leishmaniasis. Vet Immunol Immunopathol, v. 91, n. 3-4, p. 161-8, 2003.

REARDON, M. J.; PIERCE, K. R. Acute experimental canine ehrlichiosis. I. Sequential
reaction of the hemic and lymphoreticular systems. Vet Pathol, v. 18, n. 1, p. 48-61,
1981.

REIS, A. B. et al. Parasite density and impaired biochemical/hematological status are
associated with severe clinical aspects of canine visceral leishmaniasis. Res Vet Sci, v.
81, n. 1, p. 68-75, 2006a.



114

REIS, A. B.et al. Isotype patterns of immunoglobulins: hallmarks for clinical status and
tissue parasite density in Brazilian dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania)
chagasi. Vet Immunol Immunopathol, v. 112, n. 3-4, p. 102-16, 2006b.

REIS, A. B. et al. Systemic and compartmentalized immune response in canine visceral
leishmaniasis. Vet Immunol Immunopathol, v. 128, n. 1-3, p. 87-95, 2009.

RENE-MARTELLET, M. et al. Diagnosis and incidence risk of clinical canine
monocytic ehrlichiosis under field conditions in Southern Europe. Parasit Vectors, v. 8,
p. 3, 2015.

RIGO, R. S. et al. Renal histopathological findings in dogs with visceral leishmaniasis.
Rev Inst Med Trop Sao Paulo, v. 55, n. 2, p. 113-6, 2013.

RISTIC, M.; HOLLAND, C. Canine ehrlichiosis. WOLDEHVIET, Z. e RISTIC, M
Rickettsial and chalmydial diseases of domestic animals. Oxford: Pergamon Press: 169-
186 p. 1993.

RODRIGUEZ-CORTES, A. et al. Leishmania-specific isotype levels and their
relationship with specific cell-mediated immunity parameters in canine leishmaniasis.
Vet Immunol Immunopathol, v. 116, n. 3-4, p. 190-8, 2007.

ROQUEPLO, C. et al. Canine ehrlichiosis in the Ivory Coast and Gabon: alteration of
biochemical blood parameters based on Ehrlichia canis serology. Clin Microbiol Infect,
v. 15 Suppl 2, p. 41-2, 2009.

ROSA, F. A. et al. Cardiac lesions in 30 dogs naturally infected with Leishmania
infantum chagasi. Vet Pathol, v. 51, n. 3, p. 603-6, 2014.

SANTOS, R. L.; ALESSI, A. C. Patologia Veterinaria. In: SERAKIDES, R. Sistema
urinario. ROCA (Ed.), 2010. 291-336p.

SILVA, L. S. Erliquiose e anaplasmose canina em Teresina, Piaui. 2010. 92 p
(Dissertagdo). Mestrado em Ciéncia Animal. UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI.
Teresina-Pl.

SIMPSON, C. F. Relationship of Ehrlichia canis-infected mononuclear cells to blood
vessels of lungs. Infect Immun, v. 10, n. 3, p. 590-6, 1974.

SOARES, M. J. V. et al. Renal involvement in visceral leishmaniasis dogs. Journal of
Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases, v. 11, p. 579-593, 2005.
SOLANO-GALLEGO, L. et al. The Ibizian hound presents a predominantly cellular
immune response against natural Leishmania infection. Vet Parasitol, v. 90, n. 1-2, p.
37-45, 2000.

SOLANO-GALLEGO, L. et al. Prevalence of Leishmania infantum infection in dogs
living in an area of canine leishmaniasis endemicity using PCR on several tissues and
serology. J Clin Microbiol, v. 39, n. 2, p. 560-3, 2001.



115

SOUSA, V. R. F. et al. Avaliacéo clinica e molecular de caes com erliquiose. Ciéncia
Rural, v. 40, p. 1309-1313, 2010.

TAFURI, W. L.; DE OLIVEIRA, M. R.; MELO, M. N. Canine visceral leishmaniosis: a
remarkable histopathological picture of one case reported from Brazil. Vet Parasitol, v.
96, n. 3, p. 203-12, 2001.

TAJIMA, T.; RIKIHISA, Y. Cytokine responses in dogs infected with Ehrlichia canis
Oklahoma strain. Ann N 'Y Acad Sci, v. 1063, p. 429-32, 2005.

TANIKAWA, A. et al. Ehrlichia canis in dogs in a semiarid region of Northeastern
Brazil: serology, molecular detection and associated factors. Res Vet Sci, v. 94, n. 3, p.
474-7,2013.

TIPPING, P. G. et al. Crescentic glomerulonephritis in CD4- and CD8-deficient mice.
Requirement for CD4 but not CD8 cells. Am J Pathol, v. 152, n. 6, p. 1541-8, 1998.

TRAVI, B. L. etal. Canine visceral leishmaniasis: dog infectivity to sand flies from non-
endemic areas. Res Vet Sci, v. 72, n. 1, p. 83-6, 2002.

TROTZ-WILLIAM, L. A.; TREES, A. J. Systematic review of the distribution of the
major vector-borne parasitic infections in dogs and cats in Europe. Veterinary Record,
v. 152, n. 4, p. 97-105, 2003.

TROY, G. C.; FORRESTER, S. D. Canine ehrlichiosis. GREENE, C. E. Infectious
diseases of the dog and cat. Philadelphia: W.B. Saunders: 48-59 p. 1990.

UNVER, A.; HUANG, H.; RIKIHISA, Y. Cytokine gene expression by peripheral blood
leukocytes in dogs experimentally infected with a new virulent strain of Ehrlichia canis.
Ann N'Y Acad Sci, v. 1078, p. 482-6, 2006.

VAN VELTHUYSEN, M. L.; FLORQUIN, S. Glomerulopathy associated with parasitic
infections. Clin Microbiol Rev, v. 13, n. 1, p. 55-66, 2000.

VIEIRA, T. S. W. J. etal. Serosurvey of tick-borne pathogens in dogs from urban and
rural areas from Parana State, Brazil. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria,
v. 22, p. 104-109, 2013.

VILAS, V. J. etal. Visceral leishmaniasis: a One Health approach. Vet Rec, v. 175, n.
2, p. 42-4, 2014.

WANER, T. et al. Significance of serological testing for ehrlichial diseases in dogs with
special emphasis on the diagnosis of canine monocytic ehrlichiosis caused by Ehrlichia
canis. Vet Parasitol, v. 95, n. 1, p. 1-15, 2001.

WATANABE, M. et al. Experimental inoculation of beagle dogs with Ehrlichia species
detected from Ixodes ovatus. Vet Parasitol, v. 136, n. 2, p. 147-54, 2006.

WELLS, M. Y.; RIKIHISA, Y. Lack of lysosomal fusion with phagosomes containing
Ehrlichia risticii in P388D1 cells: abrogation of inhibition with oxytetracycline. Infect
Immun, v. 56, n. 12, p. 3209-15, 1988.



116
WERNECK, G. L. Expansdo geografica da leishmaniose visceral no Brasil. Cadernos
de Saude Publica, v. 26, p. 644-645, 2010.

WU, J. et al. CD4(+) T cells specific to a glomerular basement membrane antigen
mediate glomerulonephritis. J Clin Invest, v. 109, n. 4, p. 517-24, 2002.



APENDICE



FICHA DE EXAME CLINICO

Identificacéo

Animal n° Proprietério:

Sexo: Macho () Fémea ( ); Cor: Raca

Peso: Kg; Idade:

Procedéncia:

Resultado LVC: Parasitologico Soroldgico: IMH
Resultado EMC: PCR Sorolégico

Data : / /

Exame clinico

Sem alteracdes clinicas: Sim ( ) N&o ()
Anorexia/Hiporexia: Sim ( ) Néo ()
Linfadenopatia: Sim ( ) N&o ( )
Esplenomegalia: Sim () N&o ( )

Perda de peso: Sim () Nédo ( )
Claudicacdo(poliartrite): Sim () Néo ( )
Edema: Sim () N&o ( ) local:

Apatia: Sim ( ) Néo ( )
Febre: Sim ( ) N&o ()
Onicogrifose: Sim () N&o ()
Mucosas péalidas: Sim ( ) N&o ()
Poliuria Sim ( ) N&o ( )
Polidipsdia: Sim ( ) Néo ( )
Epistaxe: Sim ( ) Nao ( )
Petéquias: Sim () Nao ( ) local:

Conjuntivite: Sim ( ) Nao ()
AlteracBes nervosas:

Altracdes oftalmicas:

AlteracGes digestivas:

Alteragdes respiratorias:

Alteragdes urinérias:

Alteragdes reprodutivas:

Alterages dermatoldgicas:

-Alopecia: Sim () N&o ( ), local:

-Lesdes: Sim () N&o (), local:

-Ulceras: Sim () N&o ( ), local:

-Descamacdo furfuracea na pele (seborréia): Sim () Néo ( )
-Infestagdo por carrapatos: () Sim () N&o; atual ( ) anterior ( )




ANEXOS



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAU{
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO COM ANIMAIS
Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 32155734 — e-mail: ceeapi@ufpi.br

Teresina, 02 de outubro de 2012.

Ao (A)

Prof (a): Dr. Francisco Assis Lima Costa
Departamento: CCA/DCCV

Sr. (a) Pesquisador (a),

Declaro para os devidos fins que o projeto intitulado: “Imunopatologia
da nefropatia em cdes com Leishmaniose Visceral e Erliquiose”, foi
avaliado pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais -
CEEA/UFPI teve parecer APROVADO sob o n°. 070/12. Esclarecemos
que o mesmo se encontra de acordo com os requisitos exigidos para
apreciagao de projetos de pesquisa.

Cobrdenadora



Silva, et al.; Renal histopathological changes in dogs naturally infected with Ehrlichia canis. 2
Braz J Vet Pathol, 2016, 9(1), 2 - 15

Original Full Paper

Renal histopathological changes in dogs naturally infected with
Ehrlichia canis

Lucilene S. Silva'*, Flaviane A. Pinho?, Maria G. Prianti?, Juliana F. V. Braga®, Lidiany V. Pirest,
Silvia A. Franga®, Silvana M. M. S. Silva?
1Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Piaui, UFPI.
2Instituto de Ensino Superior MUltiplo, IESM.

SUniversidade Federal de Minas Gerais, UFMG.
* Corresponding author: Rua Antonio Marques, 1461, Sdo Benedito, Timon-MA, Brazil. E-mail: vetluc@hotmail.com.

Submitted December 28™ 2015, Accepted March 20" 2016

Abstract

Renal involvement in Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME) has been demonstrated in chronic cases without
histopathological classification of patterns of glomerulopathy. Thus, in this study we proposed to evaluate the
histopathological pattern, focusing on the types of glomerulonephritis in Kidneys of dogs naturally infected with Ehrlichia
canis.Twelve dogs naturally infected with E. canis and six healthy dogs were used. After clinical evaluation and diagnostic
confirmation, the animals were euthanized and kidney fragments were obtained for histopathological examination, including
hematoxylin and eosin (HE), Masson’s trichrome, periodic acid-Schiff (PAS), periodic acid-methenamine silver (PAMS)
and Congo red stain. Histopathological analysis of dogs with CME demonstrated that major lesions were present in the
glomerulus and tubulointerstitial region in 100% of cases. The type of glomerular injury was membranoproliferative in
83.33%, and proliferative in 16.67%. Interstitial nephritis was present in the cortical region of all infected dogs. Minimal to
marked lymphohistioplasmacytic inflammatory infiltrate was present in the interstitial, perivascular and periglomerular
areas. Differential count of inflammatory cells indicated that lymphocytes predominated in comparison to plasma cells and
histiocytes. Interstitial fibrosis and hyaline casts of lower intensity were observed. There was a negative correlation between
serum albumin levels and severity of glomerulopathy. In conclusion, membranoproliferative glomerulopathy and interstitial
nephritis are the major renal lesions in CME. It has been suggested that the presence of inflammatory infiltrates rich in
lymphocytes indicates participation of these infiltrates in the immunopathogenesis of renal lesion in dogs with CME.
Furthermore, hypoalbuminemia also seems be a marker of renal damage in dogs infected with E. canis.

Key words: dog, Ehrlichia canis, kidney, histopathology.

Introduction

Canine  Monocytic  Ehrlichiosis (CME) is
considered one of the main infectious diseases in dogs
(34). It is a cosmopolitan disease with a higher prevalence
in areas of tropical and subtropical climate (47). The
causative agent of CME is Ehrlichia canis, an obligate
intracellular bacillus that infects mononuclear cells and
disseminates throughout various tissues of the host (11). It
is a tick-borne disease and the vector responsible for
transmission is the Rhipicephalus sanguineus (11).

Although primarily pathogenic to dogs, the pathogen also
has a zoonatic potential (32).

The disease is characterized by three phases:
acute, subclinical and chronic. Clinical manifestations are
nonspecific: apathy, fever, vomiting, skin lesions, ocular
and nasal secretion, splenomegaly, pale mucosa,
lymphadenopathy, and hemorrhage. In severe cases,
damage to the bone marrow may occur with pancytopenia,
leading to death of the animal (5, 14, 28, 38). Laboratory
abnormalities  including anemia, thrombocytopenia,
hypoalbuminemia, and hyperglobulinemia are commonly
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associated with E. canis infection. Increased serum blood
levels of urea, creatinine and phosphorous have also been
cited (44).

Despite many existing research studies that
contribute to the elucidation of mechanisms involved in the
pathogenesis of CME, there are still few studies focused on
renal disease in dogs with E. canis infection. It is known
that in the acute phase, infected circulating mononuclear
cells invade mainly the lungs, kidneys, and meninges,
adhering to the vascular endothelium leading to vasculitis
and subendothelial tissue infection (39).

Renal failure is not commonly associated with
ehrlichiosis. However, studies have demonstrated that
deposition of immune complexes in the kidneys may
trigger glomerulonephritis and predispose the animal to
proteinuria (15, 17). Renal failure was characterized in the
experimental dog infection with E. canis. These animals
developed transitory proteinuria, with loss of albumin,
during two or three weeks following infection (10). In
some cases, increased serum concentrations of urea and
creatinine were also observed, suggestive of prerenal
azotemia (3) and/or glomerulopathy in chronic cases (40).

Major histopathological findings are characterized
by multifocal chronic glomerulonephritis (14) with
lymphoplasmacytic infiltrate (9, 10). Furthermore,
perivascular plasma cell infiltrate has also been reported in
the corticomedullary junction, perivenular/periglomerular
edema and focal necrosis followed by cellular infiltration
(20, 33). It is believed that infection due to E. canis may
lead to amyloidosis-associated kidney disease (25).

Renal damage is evident in chronic cases of dogs
with CME. However, the morphological characterization
of renal lesions, particularly glomerulopathy, has not been
fully explored. Thus, we were the first to propose a
detailed study of the histopathological pattern emphasizing
the type of glomerular lesion in dogs naturally infected
with E. canis from the endemic area of Teresina-Pl. We
showed that renal disease in CME is characterized by both
glomerular and tubulointerstitial lesions. The predominant
pattern  of  lesion  was  membranoproliferative
glomerulonephritis.

Material and methods
Animal screening

Eighteen male and female mixed-breed adult
dogs, of unknown age were selected from the Zoonosis
Control Center in Teresina (State of Piaui, Brazil) for this
study. Twelve infected dogs with E. canis and six healthy
dogs were evaluated. Inclusion criteria for positive dogs
were serological and nested-PCR (nPCR) molecular test
positive for ehrlichiosis, and negative for leptospirosis
(SAM) and visceral leishmaniasis (direct test, DPP, ELISA
and immunohistochemistry). Noninfected control animals
were stray dogs, which were captured for sacrifice due to
rabies control. These animals were kept under the usual

housing conditions (i.e., housing, food, temperature
regulation, and ventilation) at the Zoonosis Control Center
in the city of Teresina, until euthanasia. Control dogs were
asymptomatic and negative in all diagnostic tests
performed.

After physical examination, 5 mL of peripheral
canine blood obtained by venous cannulation were placed
in EDTA anticoagulant tubes (BD Vacutainer) for
hematological analysis and molecular diagnosis of E.
canis. Another 10 mL of peripheral blood were drawn and
placed in tubes without anticoagulant (BD Vacutainer) for
serologic and biochemical analysis. The animals were
sacrificed for the collection of kidney fragments destined
for histopathological test, immunohistochemistry and DNA
detection of E. canis.

Ethical considerations

Experimental protocol was approved by the Ethics
Committee in Animal Experimentation of the Universidade
Federal do Piaui (protocol numbers 070/12, 026/14, and
076/14), in compliance with guidelines formulated for
procedures related to animal euthanasia, established by the
Federal Council of Veterinary Medicine, Resolution
number 714, in June 20, 2002.

Diagnosis of CME

Serology - ELISA (Immunocomb-ELISA, Biogal,
Israel) was used to detect E. canis 1gG antibodies. The
technique was performed according to the manufacturer’s
recommendations (Biogal Galed Laboratories Acs Ltd.).

In peripheral blood samples, DNA was obtained
using the llustra blood genomic Prep Mini Spin Kit (GE
Healthcare Life Sciences, UK). For kidney tissue samples,
the Gene Jet Genomic DNA Purification kit (Thermo
Scientific, USA) was used, following the manufacturer’s
protocols.

Molecular detection of E. canis was performed by
the nPCR technique, in which two pairs of initiator
oligonucleotides were used according to Wen et al. (1997).
Sequences of the first step of PCR reaction were “EC1
sense” AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC and “ECI
antisense” CGTATTACCGCGGCTGCTGGC reaction.
Sequences of the second step were “EC2 sense”
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA and “EC2
antisense” TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT.
The reaction was prepared for a total volume of 25 L
containing 0.625 U of Tag DNA Polymerase (Invitrogen,
USA) enzyme, 1.5 mM MgCl,, 1x Taq buffer, 0.2 mM of
dNTP (Invitrogen, USA), 400 nM of primers and 15.05 pL
of sterile ultra-pure water. Amplification was performed in
a thermocycler (Bioer Gene pro), at 94°C for five minutes,
subsequently for 40 cycles: at 94°C for one minute, at 60°C
for one minute and at 72°C for one minute and a final cycle
of five minutes at 72°C. Reaction cycles were similar for
both steps. The only difference were the initiator
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oligonucleotide pairs “EC1 sense” and “EC1 antisense” for
the first round of amplification, and “EC2 sense” and “EC2
antisense” for the second round (48).

The PCR product was approximately 390 base
pairs (bp) long, which was visualized by ethidium bromide
staining (0.5ug/mL) and 1.5% agarose gel electrophoresis
on an UV transilluminator (BioAgency).

Diagnosis of leptospirosis and VL

Microscopic ~ Agglutination serum technique
(SAM) was performed in the Laboratory of Bacterial
Diseases of the Reproductive System at the Sdo Paulo
Institute of Biology for detection of anti-Leptospira
antibodies against 24 serovars.

Serologic tests used for VL diagnosis were: DPP
(immunochromatography test with rK39 antigen), and
immunoenzymatic test (Enzyme-linked immunosorbent
assay — ELISA) using total L. major-like antigens, both
produced by the Bio-Manguinhos Biotechnology Institute.
For confirmation of VL, popliteal lymph nodes and/or
sternal bone marrow aspiration were obtained for direct
research of Leishmania spp. amastigotes.

Furthermore, immunohistochemical analysis was
also performed in renal tissue to exclude samples positive
for Leishmania. Renal tissue sections were processed and
submitted to endogenous peroxidase block, subsequently
treated with Tris-HCI, pH 1.0 solution. Tissues were then
incubated with the following primary antibodies:
polyclonal mouse antibody anti-Leishmania amazonensis
[Laboratory of Seroepidemiology and Immunobiology-
IMT-USP-SP] (13). After incubation, amplification stages
of the reaction occurred using the Envision+System-
HRPLabelled polymer, anti-mouse, DAKO. The reaction
was developed with 3,3’-diaminobenzidine (Sigma
Chemical, USA) in PBS with hydrogen peroxide.
Counterstaining was performed with Harry’s hematoxylin.
Laboratory tests.

Five mL of peripheral blood obtained by
venipuncture were placed into a tube containing ethylene
diamine tetraacetic acid — EDTA (BDVacutainer) for
complete blood cell (CBC) count. Blood samples were
analyzed inan automated blood counter (ABC Vet, ABX
Diagnostics, Montpelier, France).

Serum dosage was determined by an automated
system (Thermoplate TP Analyzer) using specific
commercial Kits (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG,
Brazil), according to the manufacturer’s instructions for
guantitative measurement of total serum protein (Ref. 99-
250), albumin (Ref. 19-1/250), urea (Ref. 27), creatinine
(Ref. 35-100) and alanine aminotransferase (ALT) (Ref.
53-200).

Anesthetic procedure and euthanasia

Under deep venous anesthesia associated with
acepromazine (2 mg/Kg) and sodium tiopenthal

(25 mg/kg), the dogs were sacrificed with a 20% solution
of potassium chloride. Kidney fragments were collected
for histopathological exam. Fragments were maintained in
10% buffered formalin with phosphate 0.01M pH 7.2,
and/or in Duboscqg-Brazil fixative solution for one hour
and then transferred to buffered formalin for 24 hours until
processing.

Histopathological analysis

Renal tissue samples were processed by routine
histological technique and stained with hematoxylin and
eosin (HE). Eighty glomeruli for characterization of
glomerular changes were evaluated (8).Three sections were
prepared for the evaluation and classification of renal
lesions. Histologic sections were also submitted to specific
staining with Periodic acid-Schiff (PAS), since PAS
delineates in great detail glomerular capillary basement
membranes and tubular epithelial cells, the mesangial
matrix and potential expansion(1);Masson’s trichrome
stain (MT) for the detection of collagen-based fibrous
elements; periodic acid methenamine silver (PAMS),
specific for basal membrane, was used for visualization of
reticular fibers of the connective tissue; and Congo red
stain for visualization of amyloid deposit (43). On
histopathological exam, lesions were semi-quantitatively
evaluated, measuring the intensity of glomerular and
tubulointerstitial lesions on a scale of 0 to 4, where: 0 =
normal, 1 = minimal; 2 = mild; 3 = moderate; 4 = marked
(8). Glomerular diseases were classified according to
Maxie and Newman (2007), as follows: 1) Membranous
glomerulonephritis:  basement membrane thickening
predominates; 2) Proliferative (mesangioproliferative)
glomerulonephritis: cellular proliferation predominates; 3)
Membranoproliferative (mesangiocapillary)
glomerulonephritis: both basement membrane thickening
and cellular proliferation are present; and 4) Sclerotic
glomerulonephritis: increased mesangial matrix combined
with obliteration of capillary lumina. In this case,
progressive hyalinization sometimes results in glomerular
obsolescence and the glomerulus became a shrunken,
eosinophilic, hypocellular mass. Glomerular location of the
lesion was characterized as segmental or global. Lesion
distribution was categorized as focal or diffuse (7).
Glomerular cellularity and glomerular size were assessed
in 30 randomly selected glomeruli on HE-stained paraffin
sections (12, 42). Differential quantification of
inflammatory cells in the renal cortical region was
manually performed in 10 random fields in the Leica Qwin
D-1000 computerized image analyzer, version 4.1
(Cambridge, UK). Data was exposed in cells/500.000 pm?.

Quantitative results were analyzed by parametric
or nonparametric tests using the GraphPad Prism 6 demo
statistical software (GraphPad Software Inc., USA).
Differences were considered significant when p <0.05.
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Results and discussion

In kidney disease of dogs with CME, pathological
aspects have still not been fully elucidated (9, 10, 14, 33,)
despite evidence in some studies that E. canis infection
may cause renal lesion (16, 17, 20). Given that CME is
endemic in our region and knowledge of profile of renal
lesion can contribute to therapeutics, we proposed to
characterize renal histopathological patterns correlated
with clinical and laboratory aspects in 12 dogs naturally
infected with E. canis. It is worth mentioning that all dogs
with CME tested negative for visceral leishmaniasis and
leptospirosis.

Clinical and laboratory evaluation

Clinical evaluation of 12 dogs with CME was
nonspecific. Lymphadenopathy and skin lesions were the
main findings, both observed in 83.33% of dogs. These
signs are commonly described in different stages of canine
ehrlichiosis (5, 30, 38). All twelve dogs suspected of
having E. canis infection tested positive on serological and
molecular tests.

The hematological profile of 12 dogs with CME
primarily showed anemia and thrombocytopenia.
Normocytic normochromic anemia and a decrease in
platelets was present in 80% and 41.67% of cases,
respectively. Leukopenia and leukocytosis were also
observed in 25% and 33.33% of cases. In CME,
hematological alterations are frequently reported and a
multifactorial mechanism has been implicated (2, 6, 14,
29).

In CME, an increase in serum creatinine and urea
levels has been reported (45). Based on these data, we also
evaluated blood serum urea and creatinine in dogs infected
with CME. Circulating levels of urea and creatinine were
unaltered in these dogs (Table 1). Prerenal azotemia may
occur in acute cases of ehrlichiosis due to severe
dehydration (3) and renal azotemia may appear in chronic
cases with severe glomerulonephritis (40). Nevertheless,
the lack and/or low rate of increasing levels of these
analytes into the circulation do not exclude renal lesion,
since renal azotemia is detected when more than 75% of
glomeruli are affected (46). In addition, the study dogs had
been naturally infected. Therefore, the exact phase of
infection and consequent level of kidney damage in these
animals was unknown.

Hyperglobulinemia and hypoalbuminemia were
also observed in our dogs, occurring in 91.67% and
41.67% of dogs, respectively (Table 1). These alterations
are classically described in CME. Hyperglobulinemia in
CME is caused mainly by polyclonal gammopathy. An
increase in gamma globulin concentration occurs, reaching
its peak in the febrile stage and persisting in the subclinical
and chronic phases (35). Hypoalbuminemia in ehrlichiosis
seems to result from increased vascular permeability,

hemorrhage, and hepatic (49) and/or glomerular and
tubular damage (9, 10).

Renal histopathology in dogs with CME and correlation
with clinical and laboratory findings

It is well known that E. canis infection may affect
different organs, including the kidneys (14, 33). However,
there are few studies evaluating the renal histopathological
pattern in dogs with CME, particularly characterizing
glomerular diseases (9, 10, 14).

In our study, 12 dogs with CME showed
glomerular and tubulointerstitial changes in 100% of the
cases, exhibiting minimal to moderate lesions. The
importance of microscopic examination became clear,
since gross changes are minimal in some cases of the
disease, as observed in the majority of animals in this
study. Only one case with moderate histopathological
alterations showed kidneys with a focal pale red and
irregular surface that was firm due to fibrosis.
Interestingly, we detected E. canis DNA in renal tissue of
two dogs with more marked glomerular lesion and
interstitial nephritis, suggesting that the presence and/or
persistence of bacteria may contribute to pathological
alterations in this organ (Table 2). It is noteworthy that
these samples were negative for Leishmania detection on
immunohistochemical analysis. In VL, renal lesions are
classically described and associated with different types of
glomerulopathies with varying degrees of severity (13).

In the chronic phase, the magnitude of clinical
pathological alterations is variable and depends on host
immune response and strain inoculated. A study carried
out by Hasewaga (2005) in dogs experimentally infected
with E. canis assessed disease progression for 70 days. The
clinical and laboratory picture of these animals showed
improvement after the 20" day of infection. However,
persistent infection was confirmed by PCR positivity and
splenomegaly until the 10th week after E. canis
inoculation. In this study, no clinical signs suggestive of
renal damage were cited during the acute and/or chronic
phase. In our dogs, clinical signs suggestive of renal lesion,
e.g. mucosal ulcerations, polydipsia and/or polyuria, as
well as uremic breath were not observed. Clinical
manifestations were nonspecific and unrelated to renal
damage evidenced in these animals. It is noteworthy that
renal tissue lesions observed in the study dogs, even in
those with moderate lesions, was not necessarily
representative of the entire organ and clinical signs may
not develop. The clinical phase of natural E. canis dog
infection is extremely difficult to determine. A variety of
nonspecific clinical signs appear as a result of infection,
which makes diagnosis difficult (31).

Brazilian Journal of Veterinary Pathology. www.bjvp.org.br . All rights reserved 2007.


http://www.bjvp.org.br/

Silva, et al.; Renal histopathological changes in dogs naturally infected with Ehrlichia canis. 6
Braz J Vet Pathol, 2016, 9(1), 2 - 15

Table 1. Hematological and biochemical profile* of 12 dogs naturally infected with E. canis.

RBC HGB HT MCV MCHC Leuk Platelets Urea Creatinine Tota.I Albumin  Globulin  ALT#

Dogs (x 105/mm3)  (g/dL) (%) (fL) (%0) (x103/mm?)  (x103/mm?®)  (mg/dL)  (mg/dL) F;;(/);T_I;] (g/dL) (g/dL) UL
1 5.11 119 365 73 318 5.7 124 33.00 1.50 8.03 2.94 5.09 25.80
2 5.38 131 35.0 65 36.0 8.3 25 59.00 1.54 8.33 3.87 4.46 37.80
3 3.49 9.5 24.2 69 33.6 5.6 46 50.00 0.76 9.00 2.84 6.16 39.30
4 5.32 124 332 61 355 7.7 382 52.00 0.65 7.60 1.90 5.70 12.00
5 4.12 10.1 239 58 32.1 3.2 111 34.00 0.88 8.85 3.44 5.41 38.76
6 6.41 140 441 69 317 11.2 27 23.00 1.35 8.90 1.40 7.50 23.40
7 7.83 146 479 61 32.4 8.2 364 24.40 1.00 7.40 2.60 4.80 68.49
8 4.10 114 279 67 32.1 235 67 20.32 1.01 8.06 3.35 471 26.97
9 3.97 8.4 25.8 65 324 33.1 273 20.00 1.25 4.10 2.60 1.50 31.80
10 5.00 7.4 23.4 59 317 11.7 298 14.00 0.58 8.50 2.20 6.30 36.30
11 5.31 11.0 335 63 32.9 20.0 470 51.00 1.02 8.80 2.10 6.70 15.00
12 4.62 9.0 27.8 60 32.3 324 219 26.40 0.84 7.05 1.40 5.65 10.89

*Reference values: RBC (red blood cells)=5.5-8.5 (x10%/mm?®);HGB (hemoglobin)= 12-18 g/dL;HT (haematocrit)= 37-55%; MCV= 60-77 fL; MCHC= 32-36 %; Leuk
(leukocytes)= 6-17 x 103/mm?; Platelets= 200-500 x103/mm? (24); urea: 21,40-59,92 mg/dL; creatinine: 0,50-1,50 mg/dL; Total protein: 5,40-7,10 g/dL; albumin: 2,60-
3,30 g/dL; globulin: 2,70-4,40 g/dL; ALT:21-73 UI/L. # ALT= alanine aminotransferase [22, 27].
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Table 2. Detection of E. canis in renal tissue by nPCR and histopathological analysis in kidneys of dogs with CME.

Dogs

Type and intensity of
Glomerulopathy

Mononuclear inflammatory cell infiltrate

Interstitial nephritis #

Corticomedullary

Cortical

nPCR

© 0O N oo O B~ W N P

=
_ o

12

Mild diffuse membranoproliferative
Moderate focal membranoproliferative
Moderate focal membranoproliferative
Mild focal membranoproliferative
Mild focal membranoproliferative
Moderate focal membranoproliferative
Mild diffuse membranoproliferative
Moderate focal membranoproliferative
Moderate focal membranoproliferative
Mild diffuse proliferative

Mild focal proliferative

Moderate focal membranoproliferative

0

o O P P P N P N W P W

[y

L N L I N T N

# = Scale of lesion intensity (0 = normal, 1 = minimum, 2 = mild, 3 = moderate and 4 = marked).
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Hypoalbuminemia was also a common alteration
that may be indicative of renal and/or hepatic lesion (10,
47). Notably, hypoalbuminemia was negatively correlated
with severity of glomerular disease in our study
population, suggesting that a decrease in serum albumin
level is associated with glomerular damage according to
lesion intensity (Fig. 1). Hypoalbuminemia caused by liver
damage apparently did not occur in these cases, since
according to Thrall et al. (2007), decreased serum albumin
levels due to liver disease is only observed when there is a
loss of 60 to 80% of liver function. In these cases, ascitis
normally occurs. However, these animals did not show
ascites in both the clinical examination and autopsy.

247 r=-0.8885
2 » P<0.0001
o .
5 2.0-
2 °
£ 18-
2 1.6-
<
5 1.4-
i
12 . , . .
15 2.0 25 3.0 3.5

Scale (Glomerulopathy)

Figure 1. Negative correlation between serum albumin
levels and severity of glomerulopathy in dogs naturally
infected with E. canis. Spearman’s test.

In this study, dogs with CME did not have altered
serum levels of urea and creatinine. Therefore, a
correlation between analyte levels and histopathologic
renal findings was not evidenced in these dogs. It is
noteworthy that more than 70% of the kidneys need to be
involved for serum detection of these analytes (46).

Studies with dogs naturally infected with E. canis
failed to observe glomerular lesions (20). However, in
experimental infections minimal glomerular and tubular
lesions have been described (9, 10, 14). Thus, we highlight
the importance of our research study, the first to
demonstrate that natural E. canis infection in dogs may
cause significant glomerular damage. We confirmed that
50% of dogs with CME had moderate glomerulopathy
accompanied by a minimal to moderate interstitial
nephritis (Table 2).

Glomerular alterations in dogs with CME

To better understand the histopathological renal
findings in dogs with CME, we characterized
glomerulopathies according to the classification described
by Maxie and Newman (26), as follows: membranous,

proliferative, membranoproliferative and sclerotic. In
addition, we evaluated the distribution of glomerular
lesions. It is worth mentioning that we failed to find any
information in the literature pertaining to this approach in
dogs naturally infected with E. canis.

Glomerulopathy was present in 100% of infected
animals. The distribution of glomerular lesion was focal
and diffuse in 75% and 25% of cases, respectively (Table
3). Membranoproliferative glomerulopathy predominated
in 83.33% (10/12) of dogs with CME. In the glomerulus,
we observed a striking increase in mononuclear cells in the
mesangium accompanied by thickening of the mesangial
matrix and glomerular capillary basement membrane,
confirmed by PAS staining (Fig. 3). Furthermore, we
observed an increase in the glomerular tuft and a decrease
in the urinary space, particularly in moderate lesions.
Glomerular hypercellularity was confirmed by the number
of cells counted in 30 glomeruli. Dogs infected with E.
canis had higher glomerular cellularity compared to
noninfected control dogs (Fig. 2). Capillary damage was
absent and/or minimal. Other glomerular injuries of lower
intensity were: protein deposits in the urinary space,
thickening of the urinary capsule, and mild glomerular
sclerosis (Fig. 4). Proliferative glomerulopathy of mild
intensity was present in only two dogs (Fig. 4). Both cases
showed a global lesion, whose distribution was diffuse in
one case and focal in the other. In this type of glomerular
lesion, we observed an increased number of mononuclear
cells in the mesangium and expansion of the mesangial
matrix. Membranoproliferative glomerulonephritis has a
poor prognosis and progresses to end-stage renal failure

(4).

150+
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Figure 2. Glomerular cellularity. Number of cells per
glomerulus is higher in kidneys of dogs infected with E.
canis when compared with noninfected control dogs.
*p<0.05, Mann-Whitney test.
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4 Y N N S e ™Y
Figure 3. Membranoproliferative glomerulopathy in dogs
naturally infected with E. canis. (A) Glomerular capillary
basement membrane and mesangial matrix thickness; (B)
Glomerulus without glomerular capillary basement
membrane thickness. PAMS. Bar = 25 um.

In chronic kidney disease, renal injury is
associated with a direct or indirect action of the immune
system. In general, a lesion directly mediated by the
immune system affects the glomerulus causing different
profiles of glomerulonephritis (37). Based on our data, E.
canis infection seems to induce a particular type of
membranoproliferative glomerular lesion. In studies
evaluating renal lesion in dogs infected with E. canis either
naturally and/or experimentally, the intensity of any
alteration was minimal and the type of glomerulonephritis
was not characterized (9, 10, 15).

Interstitial alterations in dogs with CME

In addition to glomerular alterations, we also
observed tubulointerstitial lesions in all dogs with CME.
Interstitial nephritis predominated in 100% of cases, with
intensity ranging from minimal to marked. Inflammatory

infiltrates occurred more intensely in the cortex of the
interstitial, perivascular and/or periglomerular regions
(Table 4; Fig. 5). Codner et al. (10) observed
lymphoplasmacytic infiltrate especially in the cortical
region. Another study conducted in dogs naturally infected
with E. canis demonstrated that 98% of animals exhibited
plasma cell infiltration surrounding veins and arteries of
the corticomedular region (20). Plasma cell and histiocytic
infiltrates were also present in the perivascular cortical
region, extending to the corticomedullary region in the
acute phase of experimental infection (33).

: ':"\\{a\ °:iv‘|'

N W SRS \.-,.s..',::;‘.'..: D \_E""A P B S
Figure 4. Glomerular lesion in kidney of dogs naturally
infected with E. canis. (A) PGN. Glomerular

hypercellularity (H&E). Bar = 25 pm. (B) Normal
glomerulus (H&E). Bar = 25 um. (C) Protein deposits in
the urinary space (arrow) and glomerular sclerosis
(arrowhead) (PAS). Bar= 50 um. (D) PGN. Reduced of
urinary space and mesangial matrix thickness (PAS). Bar =
25 um.

The pathogenesis of CME appears to be related to
antibody-dependent cytotoxicity (14, 21). According to
Hildebrandt e al. (20), this leads to intense vasculitis in
different organs, where perivascular plasma cell
inflammatory infiltration predominates. In our analysis, we
observed a perivascular lymphohistioplasmacytic infiltrate
in the cortical region of kidney without evidence of vessel
wall damage, suggesting that other mechanisms may be
involved in the development of CME renal lesions.

In the cortical region, inflammatory infiltrates
were mainly lymphohistioplasmacytic in 58.33% of cases,
where there was a significant predominance of
lymphocytes compared to plasma cells and histiocytes on
differential tissue count (Fig. 6). In experimental infection
induced by Codner et al. (10), cell infiltrates mainly
composed of lymphocytes and plasma cells predominated
in the cortical region. A perivascular lympho-
histioplasmacytic infiltrate was also observed in the
corticomedullary region in 33.33% of dogs, similar to
findings obtained by other studies on natural infection
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(20). In the pathophysiology of glomerulonephritis,
glomerular lesion may alter homeostasis in the
tubulointerstitial region through diverse mechanisms. One
mechanism is T-cell recruitment, resulting from the
production of inflammatory cytokines and chemotactic
factors by kidney-resident dendritic cells (23). Since the
disease causes immunoregulation, it may be inferred that T
lymphocyte predominance contributes to the pathogenesis
of interstitial nephritis in CME.

)5 2 L SRR -
Figure 5. Infla idney of dogs
naturally infected with E. canis. (A) Periglomerular
mononuclear inflammatory infiltrate (arrows). H&E. Bar =
25 um. (B) Interstitial (arrow) and perivascular
(arrowhead) mononuclear inflammatory infiltrate. H&E.

Bar = 100 pm.
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Figure 6. Differential tissue count of inflammatory
infiltrate in kidney of dogs naturally infected with E. canis.
Significant predominance of lymphocytes in inflammatory
infiltrate in cortical area. *p< 0.05, Kruskal-Wallis and
Dunns tests.

Minimal or moderate interstitial fibrosis was
present in 33.33% of dogs in this study (Table 4). Fibrosis
is not a lesion commonly described in CME, probably
because analyses were conducted in the acute or
subclinical phase of the disease (9, 10, 14, 20, 32). It is
widely known that renal injury produced by E. canis
occurs more commonly in the chronic phase (15). In our
findings, fibrosis was more evident in cases with more
intense inflammatory cell infiltration. Only one animal
showed moderate fibrosis (Fig. 7), which was associated
with multifocal to coalescing infiltration of inflammatory
cells. In this case, there was tubular dilatation or atrophy in
areas exhibiting more intense fibrosis. Moderate

membrane proliferative glomerulopathy was also observed.
However, the animal did not show any alterations in urea
and creatinine serum levels, probably because fibrosis
failed to affect the full length of the kidney.

| ¢

Figure 7. Interstitial fibrosis in kidney of dogs naturally
infected with E. canis. Presence of moderate interstitial
fibrosis in the peritubular and periglomerular region.
Masson’s trichrome. Bar = 50 pum.
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Table 3. Glomerular alterations observed in kidneys of dogs naturally infected with E. canis.

Glomerulophaty Glom Glomerular Mesang Urinary  Urinary Protein dep Reduced
Dogs hypercellf Sclerosis thick¥ capsule space urinary spaceQ BM space GM lob B
Type  Intensity thickE  thickeo o

MPGN
MPGN
MPGN
MPGN
MPGN
MPGN
MPGN
MPGN
MPGN
10 PGN
11 PGN
12 MPGN 3 0

N
*

O©CoOoONO Ol WN PP
WWNWOWWWWEDN
OO OO O0OO0OOFr WwWwoOo

WNNWWWNNNWW

A WWNWNWWRENWD
OQOMNMNMNNONPEFPFORLRNE
NFPFPNFRPORFRPNNWODN
NWWNhNDNNDRWRWODN
NWFRPFEPNMNNNRERRRDWOWRE D
WWOWRFROONO WO

MPGN= membranoproliferative glomerulonephritis. PGN= proliferative glomerulonephritis. * scale of lesion intensity (0 = normal, 1 = minimal, 2 = mild, 3 =
moderate and 4 = marked). # = glomerular hypercellularity; ¥ = mesangial matrix thickness; £ = glomerular capillary basement membrane thickness; co = Urinary
capsule thickness; Q = protein deposits in the urinary space; o = reduced urinary space; B = glomerular lobulation.
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Table 4. Histological characteristics of interstitial nephritis and other lesions observed in kidney of dogs naturally infected with E. canis.

Interstitial nephritis

Dog s Other lesions
Inflammagc/)[l)z infiltrate Distribution Intensity
. . Interstitial, perivascular, periglomerular - Tubular vacuolar degeneration, necrosis, dilatation and
1 Lymphohistioplasmacytic focal Minimum atrophy: hyaline casts
2 Lymphohistioplasmacytic Interstitial, p(_erlvascular, per[glomerular Marked Tubular vacuo!ar degenerau(?q, Necrosis, (_jllata_tlon and
multifocal tocoalescing atrophy; hyaline casts; interstitial fibrosis
L Interstitial, perivascular, periglomerular, Tubular vacuolar degeneration, necrosis, dilatation and
3 Lymphoplasmabhistiocytic - . Marked . : o Y .
subcapsular multifocal tocoalescing atrophy; hyaline casts; interstitial fibrosis
4 Lymphohistioplasmacytic Interstitial, per;\\//lisli:it:ccl)e::rélperlgIomerular Mild Interstitial fibrosis
5 Lymphohistioplasmacytic Interstitial, perivascular multifocal Minimum Tubular vacuolar degeneration
6 Lymphohistioplasmacytic Interstitial, perivascular multifocal Minimum Tubular vacuolar degeneratlggs,tgecroms and atrophy; hyaline
7 Plasmalymphocytic Interstitial focal Marked Hyaline casts
. . Interstitial, perivascular, subcapsular . Tubular vacuolar degeneration; hyaline casts; interstitial
8 Lymphohistioplasmacytic Multifocal Mild fibrosis
9 Lymphohistioplasmacytic Interstitial, per::q/ﬁ:itli(ljiglperlgIomerular Minimum Tubular vacuolar degeneration
10  Lymphoplasmacytic Interstitial, perlr:]/iitc#cl)acglperlgIomerular Mild Tubular vacuolar degeneration and dilatation
11  Histiolymphocytic Interstitial focal Minimum Tubular vacuolar degeneration, necrosis and dilatation
12 Histioplasmalymphocytic Interstitial focal Minimum None
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Renal hyaline casts were found in 50% of our
dogs. In two cases, hyaline casts of marked intensity were
present (Table 4; Fig. 8). Urinalysis was not possible in
this study, but this finding confirmed proteinuria in these
animals. According to Troy and Forrester (44) proteinuria,
with or without azotemia, may occur in dogs with
ehrlichiosis. In the acute phase of CME, it was observed
that proteinuria was inversely correlated with serum
albumin levels, suggesting that hypoalbuminemia in CME
may be due to protein loss from the kidneys (10).

Flgure 8 Presence of hvyallne casts in kldneys of dogs
naturally infected with E. canis. Hyaline casts in renal
tubules (arrows). PAS. Bar =50 pm.

Circulatory  changes including  vascular
congestion, hemorrhage and edema were also occasionally
observed. Furthermore, in the medullary region there were
two cases of lymphocytic pyelitis ranging in intensity from
minimal to mild, and four cases of pyelonephritis, with
mild to marked intensity.

Conclusions

This study provides first data on the
characterization of glomerulopathy in renal lesions of dogs
naturally infected with E. canis. Our findings showed that
membranoproliferative glomerulonephritis was the main
glomerular lesion associated with infection by this
bacterium. Although we did not find any cases with
clinical manifestations due to renal damage, our data
demonstrate the importance of histological renal findings
associated with protein loss before the occurrence of
clinical disease. Thus, mild glomerular changes seem to
suffice for hypoalbuminemia even in cases of focal lesions.
The pathogenesis of membranoproliferative
glomerulonephritis in dogs is often associated with
immunocomplex deposition. However, interstitial nephritis
associated with lymphocyte infiltrate suggests that these
cells may also play an important role in the
immunopathogenesis of renal lesion in dogs with CME, as

shown in this study. Therefore, further studies to clarify
the involvement of these cells in the pathogenesis of
nephropathy associated with infection by E. canis in dogs
are needed to provide more accurate information for the
diagnosis, treatment and prognosis of CME.
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