ANA RITA CARVALHO PEREIRA

Diagnostico e resposta terapéutica de colite cronica em buldogues franceses

Sao Paulo
2024



ANA RITA CARVALHO PEREIRA

Diagnostico e resposta terapéutica de colite cronica em buldogues franceses

VERSAO CORRIGIDA

Sao Paulo
2024

Dissertagcdo apresentada ao
Programa de P6s-Graduagao
em Clinica Veterinaria da
Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo para
obtencao do titulo de Mestre em

Ciéncias.

Departamento:
Clinica Médica

Area de concentracgao:
Clinica Veterinaria

Orientador:
Prof. Dr. Fabio Alves Teixeira



Autorizo a reprodugéo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

Catalogagéo na Publicagéo

Biblioteca Virginie Buff D'Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo
Ficha catalografica gerada automaticamente com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Pereira, Ana Rita Carvalho

Diagnéstico e resposta terapéutica de colite crénica em buldogues
franceses / Ana Rita Carvalho Pereira ; orientador Fabio Alves
Teixeira .-- Sado Paulo, 2024.

71 £. : il.

Dissertagdo (Mestrado - Programa de Pés-Graduagdo em Clinica
Veterindria - Departamento de Clinica Médica) - Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,2024.

1. Colite granulomatosa. 2. Enteropatias crénicas. 3. Céo. 4.
Diarreia crénica. I. Titulo.

Bibliotecaria responsédvel pela estrutura de catalogagdo
na publicagdo: Maria Aparecida Laet - CRB 5673-8.



% Comissdo de Etica no Uso de Animais
X Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
7 Universidade de S&o Paulo

Sao Paulo, 14 de outubro de 2022
CEUAX N 3186100222

limo(a). Sr(a).

Responsdvel: Fabio Alves Teixeira

Area: Clinica Médica Veterinéria

Equipe envolvida: Ana Rita Carvalho Pereira - (executante);

Titulo do projeto: "Diagnéstico e resposta terapéutica de colite crénica em buldogues franceses".

Parecer Consubstanciado da CEUA FMVZ

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, na reunido
de 27/07/2022, ANALISOU e APROVOU o protocolo de estudo acima referenciado. A partir desta data, é dever do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragao do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos
6rgaos competentes.

4. Relatérios parciais de andamento deverdo ser enviados anualmente & CEUA até a conclusao do protocolo.

Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna Camilla Mota Mendes
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo de Sao Paulo

Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87, Cldade Universitéria: Armando de Salles Olivelra CEP 05508-270 S3o Paulo/SP - Brasl| - tel: 55 (11) 3091-7676
Hordrio de atendimento: 2# a 5¢ das 7h30 as 16h : e-mall: cevavet@usp.br
CEUA N 3186100222



FOLHA DE AVALIAGAO

Autor: PEREIRA, Ana Rita Carvalho.

Titulo: Diagnéstico e resposta terapéutica de colite cronica em buldogues

franceses

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagao em Clinica Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo para
obtengao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Data: / /

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituic&o: Julgamento:

Prof. Dr.

Instituic&o: Julgamento:

Prof. Dr.

Instituic&o: Julgamento:




Dedico essa vitoria, e todas as outras, ao meu pai, Raul de Santa Helena.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, a todo plano espiritual e ao meu mentor por terem me ajudado a chegar até
aqui, e superado cada passo desse caminho.

Agradeco ao meu marido que nunca duvidou de mim, mesmo quando eu tantas vezes duvidei.
Que aguentou dois anos de cansago, aulas, sono, exaustdo, nervosismo, € muito mais, e teve uma
paciéncia incansavel. Nao tenho palavras para agradecer. Nunca teria conseguido sem seu suporte ao
meu lado, fazendo tudo ser tdo mais leve. Me fazendo rir quando eu s6 queria chorar. Te amo, para
sempre.

A minha familia, me deu suporte, e coragem para encarar esse mundo maluco. Minha mae,
que esta todos os dias do meu lado, mesmo nao fisicamente, mas isso nunca nos impediu de estarmos
juntas. Esse mestrado também é para vocé. Agradeco também ao meu pai, que esta no plano espiritual,
mas que espero que possa ver aonde cheguei. Pelo menos por um momento, porque tudo que fago é
por ele. Quando vocé se foi eu prometi que até eu te encontrar eu iria fazer tudo o que vocé sempre
me ensinou, e tentaria te deixar orgulhoso. Isso é para vocé.

Ainda na familia, agradeg¢o ao meu padrinho, que ¢ literalmente meu segundo pai, quando me
faltou pai e até quando ainda tinha, porque nunca foi ausente. Eu te amo muito, dindo. Agradecgo
também ao meu avo, que também esta no plano espiritual, mas também me trouxe até aqui, e me deu
muito... A saudade sera eterna.

Agradego também ao meu irmao, que € um pedago do meu coragao fora do meu corpo. Brigada
por entender exatamente o que eu sinto quando ninguém mais entende. Ju e Antonia, que fazem minha
familia tao completa ser tao feliz e perfeita. Obrigada por serem meu ponto de luz.

Agradeco ao meu orientador Fabio Teixeira, por todo suporte, por me ajudar e me ensinar a
ser uma mestranda. Obrigada pela paciéncia, pelos ensinamentos, e por ter aceitado esse desafio. A
Patricia Ishii pela ajuda no projeto. Sempre serei grata. Obrigada. Agradeco também a Dra Paula
Giaretta, e a todos do GILAB, que nos receberam muito bem e foram muito solicitos em nos auxiliarem.
Agradecgo a Camila Goloni pelo auxilio com as estatisticas, por ter aceitado esse desafio com tdo pouco
tempo.

Agradeco ao Ricardo Duarte, meu grande amigo, que me re-ensinou a ser veterinaria, me
devolveu paixdo pela nossa profissdo, e me ensinou essa especialidade que poucos sabiam na época
que comecei. Vocé é um profissional sem igual. E eu tenho a honra de lhe ter préximo, como amigo, e
como um modelo a seguir. Te amo de verdade, amigo.

E finalmente a minha irma de alma, Mari, que sem ela nem sei como estaria em pé, ndo tenho
nem palavras para agradecer, porque nao existem palavras suficientemente boas para isso. Para

aquela que me entende no siléncio e no excesso de palavras, obrigada, por tudo.



A imaginagdo é mais importante que o conhecimento.
Albert Einstein



RESUMO

PEREIRA, A.R.C. Diagnéstico e resposta terapéutica de colite crénica em
buldogues franceses. [Diagnosis and therapeutic response of chronic colitis in
French bulldogs]. 2024. 71p. Dissertagédo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2024.

A colite granulomatosa (CG), causada pela Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI), é
importante causa de diarreia crénica em caes, e buldogues franceses (BF) estao entre
as racas mais predispostas. Outras causas de diarreias crdonicas s&o comuns na raga,
mas nao ha estudos comparando-as. Para CG, recentemente a técnica de imuno-
histoquimica (IHQ) para ECEI, em biopsias de colon mostrou-se eficaz como
diagnostico definitivo. O objetivo deste estudo € comparar os aspectos clinicos e
histopatol6gicos dos BF com diarreia cronica. Foram selecionados os prontuarios e os
blocos de parafina de bidpsias de caes BF, atendidos com diarreia crdénica, em um
servigo de gastroenterologia veterinaria da cidade de Sao Paulo, no periodo de 2014
a 2022. Foram elaboradas novas |aminas para analise histolégica, com coloragao
Hematoxilina e eosina (HE), acido periddico de Schiff (PAS) e IHQ para E. coli, no
Laboratério de Gastroenterologia da Veterinary Medicine & Biomedical Sciences
(Texas A&M University; Estados Unidos), e posteriormente avaliadas por uma
patologista veterinaria diplomada pelo American College of Veterinary Pathologist. BF
foram classificados entre CG e nao colite granulomatosa (CNG), sendo estas
subdivididas em linfoplasmocitica (LP), neutrofilica e/ou eosinofilicas (NE) ou sem
infiltrado inflamatério (NI). Os dados e caracteristicas do quadro clinico foram
elencados dos prontuarios e comparados entre as classificacbes diagndsticas por
meio de testes estatisticos. Dos 38 animais selecionados, quatro foram excluidos por
ma qualidade das bidpsias. Foram considerados 34 caes para avaliagbes
histopatoldgicas e 29 para avaliagdes clinicas, pois de cinco ndo houve acesso ao
prontuario. A CG foi diagnosticada em 38,2% (13/34) dos caes, 61,8% (21/34) foram
considerados CNG: 32,4% NE, 17,6% NI e 11,8% LP. Na comparacao entre CG e
CNG, nao houve diferenga entre idade média (1,3 vs. 2,8 anos, respectivamente;
p=0,20) e distribuicdo sexual (76,9% machos x 76,2%, p>0,99). Todos os animais



receberam medicagao prévia a bidpsia, sendo mais frequente antibioticoterapia
[79,3% (23/29)] e corticoterapia [48,0% (14/29)]. BF com CG apresentaram 20 vezes
mais chance de apresentar diarreia diaria que os CNG (Odds ratio 20,0; p< 0,005).
Outras manifestagbes como muco e sangue nas defecagoes [96,5% (28/29)], prolapso
de reto [7,0% (2/29)], dor e disquezia [79,0% (23/29)], perda de peso [24,14% (7/29)],
aumento da frequéncia de defecagao [86,0% (25/29)], urgéncia para defecar [76,0%
(22/29)] e émese [55,0% (16/29)]. Conclui-se que 0 N&o é possivel diferenciar CG
de CNG somente por variaveis clinicas, mas diarreias de intestino grosso diarias
podem ser sugestivas de CG em BF.

Palavras-chave: colite granulomatosa. enteropatias crénicas. cao. diarreia crénica.



ABSTRACT

PEREIRA, A.R.C Diagnosis and therapeutic response of chronic colitis in french
bulldogs. 2024. 71p. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2024.

Granulomatous colitis (GC) is caused by adherent-invasive Escherichia coli (AIEC)
(AIEC) and is an important cause of chronic diarrhea in French bulldogs (FB), one of
the most predisposed breeds. Other causes of chronic diarrhea are common in the
breed, but there are no studies comparing them. Recently the immunohistochemistry
(IHC) proved to be effective as a definitive diagnosis for GC. The objective of this study
is to compare the clinical and histopathological aspects of FB with chronic diarrhea.
The medical records and paraffin blocks of biopsies from FB with chronic diarrhea
attended in a veterinary gastroenterology service in the city of S&do Paulo, from 2014
to 2022, were selected. New slides were prepared for histological analysis, with
hematoxylin and eosin (HE), periodic acid-Schiff (PAS) and IHC for E. coli, at the
Gastroenterology Laboratory of Veterinary Medicine & Biomedical Sciences (Texas
A&M University; United States), and subsequently evaluated by a veterinary
pathologist graduated from the American College of Veterinary Pathologist. Dogs were
classified as GC and non-granulomatous colitis (CNG), them subdivided into
lymphoplasmacytic (LP), neutrophilic and/or eosinophilic (NE) or without inflammatory
infiltrate (NI). The data and characteristics of the clinical picture were listed from the
medical records and compared between the diagnostic classifications using statistical
tests. Of the 38 animals selected, four were excluded due to poor quality of the biopsies
and five due to lack of medical records. 34 dogs were considered for histopathological
evaluations and 29 for clinical evaluations. GC was diagnosed in 38.2% (13/34) of
dogs, 61.8% (21/34) were considered CNG: 32.4% NE, 17.6% NIl and 11.8% LP. When
comparing CG and NGC, there was no difference between mean age (1.3 vs. 2.8
years, respectively; p=0.20) and sexual distribution (76.9% males x 76.2%, p>0 .99).
All animals received medication prior to biopsy, the most frequent being antibiotic
therapy [79.3% (23/29)] and corticosteroid therapy [48.0% (14/29)]. FB with CG were
20 times more likely to have daily diarrhea than NGC (Odds ratio 20.0; p< 0.005). Other

manifestations such as mucus and blood in defecations [96.5% (28/29)], rectal



prolapse [7.0% (2/29)], pain and dyschezia [79.0% (23/29)], weight loss [24.14%
(7/29)], increased frequency of defecation [86.0% (25/29)], urgency to defecate [76.0%
(22/29)] and emesis [55 .0% (16/29)]. It is concluded that it is not possible to
differentiate CG from CNG solely by clinical variables, but daily large intestinal diarrhea
may be suggestive of CG in FB.

Keywords: granulomatous colitis. chronic enteropathies. dog. chronic diarrhea.
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1. INTRODUGAO

As enteropatias crénicas (EC) sdo a causa mais comum de manifestagéo
clinica gastrointestinal persistente e recorrente em caes (ALLENSPACH et al., 2007;
FRITSCH et al., 2022; MAKIELSKI et al., 2019). Estas manifestagdes clinicas podem
variar entre émese, dor abdominal, hiporexia, perda de peso e diarreia, de maneira
cronica, ou seja, por mais de 3 semanas (ALLENSPACH et al., 2007; ALLENSPACH,
2015; ALLENSPACH; CULVERWELL; CHAN, 2016; DANDRIEUX, 2016).

Dentre as EC, as colites apresentam manifestagdes clinicas caracteristicas
marcantes, como diarreias crénicas com presenca frequente de muco, disquezia,
tenesmo, hematoquezia, borborigmos, aumento na frequéncia de defecagéo, dor e
urgéncia para defecar (LEIB, 2000; LECOINDRE; GASCHEN, 2011). As colites
cronicas em cao podem ser classificadas histologicamente, principalmente, como
linfoplasmociticas ou granulomatosas, estas ultimas, mais frequentes encontradas em
caes da raga boxer e buldogues franceses (LECOINDRE; GASCHEN, 2011;
DANDRIEUX, 2016).

A colite granulomatosa (CG) foi primeiramente descrita em boxers em 1965
(VAN KRUININGEN et al., 1965) e posteriormente em buldogues franceses (BF), os
quais se demonstraram também predispostos a esta (INGRID VAN DER GAAG,; JIK
VAN TOORENBURG, 1978; TANAKA; NAKAYAMA; TAKASE, 2003; CONRADO et
al., 2022). E causada pela bactéria Escherichia coli entero-invasiva (ECEI), que tem
capacidade de penetrar nos enterocitos, e ocasionar quadro clinico grave e com
prognéstico reservado (VAN KRUININGEN et al., 1965; INGRID VAN DER GAAG; JIK
VAN TOORENBURG, 1978; FIX, 1982; PARKER et al., 2017; TANAKA; NAKAYAMA,;
TAKASE, 2003).

Em buldogues franceses, até recentemente, o diagnostico diferencial entre
CGs e os demais quadros de diarreia crénica era realizado pela avaliagcédo
histopatoldgica de fragmentos de coélon, com realizagdo de coloragdes especificas
(acido periddico de Schiff — PAS), no intuito de identificar macrofagos, caracteristicos
da CG, seguido de identificacdo da ECEI pela técnica de hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) (VAN KRUININGEN et al., 1965; SIMPSON et al., 2006).

No entanto, a técnica de FISH é cara, de dificil realizacdo e limitada a
laboratérios de referéncia nos Estados Unidos da América (EUA), e ndo esta
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disponivel no Brasil (ISHII et al., 2022). Em estudo recente, foi possivel identificar a
ECEI pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ), com 100% de correlagdo com a
técnica previamente utilizada de FISH, sendo esta a atual técnica referéncia de
diagndstico (ISHII et al., 2022).

O tratamento preconizado para a CG é a antibioticoterapia prolongada, com
antimicrobianos capazes de penetrar enterécitos e erradicar a ECEl (INGRID VAN
DER GAAG; JIK VAN TOORENBURG, 1978; VAN KRUININGEN; CIVCO; CARTUN,
2005; SIMPSON et al.,, 2006; LUCENA; NOVALES; GINEL, 2017; MERINO-
GUTIERREZ; PUIG; FEO-BERNABE, 2022). J& o tratamento das outras colites visa
imunossupressdo, por meio de medicamentos como cortisona, ciclosporina e
azatioprina, muitas vezes por toda vida do animal (DANDRIEUX, 2016; ALLENSPACH
et al., 2019).

Por ser uma ragca com a possibilidade de ser acometida por afecgdes distintas
com tratamentos opostos, o diagnostico especifico € de suma importancia para
planejamento e adequada instituigao terapéutica. Nao foram encontrados estudos que
descrevam e comparem os quadros de diarreia cronica no buldogue francés,
correlacionando os dados clinicos com o diagndstico, e a resposta clinica ao

tratamento instituido.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ENTEROPATIAS CRONICAS

O termo EC, anteriormente conhecido como ‘doencga inflamatdria intestinal’
(DI, é utilizado para designar a afecgdo na qual o cao apresenta manifestacoes
clinicas gastrointestinais como vomito e diarreia, por mais de trés semanas, apods a
exclusdo de causas extra trato gastrointestinal (ALLENSPACH et al., 2007, 2019;
ALLENSPACH; CULVERWELL; CHAN, 2016; ALLENSPACH; MOCHEL, 2022;
DANDRIEUX, 2016).

A nomenclatura DII foi utilizada por anos inspirada na medicina humana, porém
em 2016, Dandrieux propde a mudanca para EC devido a diferengas no tratamento e

no desfecho clinico observado em comparacdo a humanos, para os quais o termo
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“‘DII” € mais comumente utilizado. Muitos cdes com EC ndo irdo necessitar de
tratamento com imunossupressores para o controle das manifestacdes clinicas, nem
de cirurgias para ressecgao de estenoses intestinais, como comumente é relatado em
humanos com DIl (DANDRIEUX, 2016).

A patogénese das EC ainda ndo é totalmente conhecida, mas parece ser
multifatorial, e envolver resposta imunoldgica celular exacerbada aos antigenos da
dieta ou aos microrganismos da microbiota intestinal, em individuos susceptiveis.
Esses antigenos levam a proliferagdo de células T, que se infiltram na lamina proépria
da mucosa, produzindo citocinas pro-inflamatérias, mesmo sem nenhum patégeno
identificado, resultando no processo inflamatorio identificado nos pacientes com EC
(ALLENSPACH; MOCHEL, 2022).

Nas EC como um todo ndo ha predisposicdo etaria, porém, quando sao
separadas pela classificacdo de acordo com a resposta ao tratamento, observa-se ¢
mais jovens acometidos com as EC responsivas a dieta e animais de meia idade a
idosos acometidos pelas EC responsivas a imunossupressdao (ALLENSPACH et al.,
2007). Ragas de pequeno porte também parecem ser mais acometidas pelas EC
como um todo, principalmente os yorkshires terriers, west highlands white terriers e
os dachshunds (ALLENSPACH et al., 2007). Ja os BF podem ser acometidos tanto
pela CG quanto pelas demais formas de colite (VAN KRUININGEN et al., 1965; VAN
KRUININGEN; CIVCO; CARTUN, 2005; LUCENA; NOVALES; GINEL, 2017,
MERINO-GUTIERREZ; PUIG; FEO-BERNABE, 2022;). No entanto, ndao ha na
literatura dados sobre a incidéncia da CG e da EC na populagdo de buldogues

franceses, suas diferengas clinicas e comparativo diagnostico

2.1.1. DIAGNOSTICO DAS EC

2.1.1.1. Exclusao de causas extra trato gastrointestinal

O diagndstico das EC deve ser sistematico e por exclusdo, pois suas
manifestagdes clinicas sao inespecificas. Ou seja, as EC sao diagnosticadas somente
apos a exclusdo de todos os diagnodsticos diferenciais provaveis para as
manifestacdes clinicas apresentadas. E necessario descartar doencas metabodlicas,

como as hepaticas, pancreaticas e renais; enddcrinas (principalmente
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hipoadrenocorticismo) (GALLEGO; GOW; BOAG, 2022); infecciosas; parasitarias e as
neoplasias. Para isso, é recomendado a realizacdo de hemograma, mensuragao da
concentracdo sérica de marcadores especificos a tais situagdes como creatinina,
albumina; atividade sérica de enzimas como fosfatase alcalina e alanina
aminotransferase; coproparasitolégicos seriados e ultrassonografia abdominal
(ALLENSPACH et al., 2007a, 2019; ALLENSPACH; CULVERWELL; CHAN, 2016;
ALLENSPACH; MOCHEL, 2022; DANDRIEUX, 2016).

O hipoadrenocorticismo € descrito na literatura como um importante
diagnéstico diferencial a ser excluido em pacientes com émese e/ou diarreia cronicas.
No entanto, a prevaléncia desta doencga é de 0,3 a 4% em caes com manifestacoes
gastrointestinais (HAUCK et al., 2020; GALLEGO; GOW; BOAG, 2022).

2.1.1.2. Resposta ao tratamento

Apoés descartadas as doengas extra trato gastrointestinal, se estaveis, os
pacientes devem ser submetidos a dieta de eliminagdo para exclusdo de
hipersensibilidade alimentar. Caes que obtém melhora das manifestacbes clinicas
apos dieta de eliminagao por, no minimo, 15 dias, sdo classificados como enteropatia
responsiva a dieta (ERD) (VERLINDEN et al., 2006; MANDIGERS et al., 2010;
DANDRIEUX, 2016; KAWANO et al., 2016; VOLKMANN et al., 2017). Esses pacientes
tendem a ser mais jovens, ter manifestacdes clinicas menos graves e relacionadas ao
intestino grosso, quando comparadas aos pacientes com as demais EC
(ALLENSPACH et al., 2007; ALLENSPACH; CULVERWELL; CHAN, 2016). AERD é
a EC mais frequente nos caes, descrita entre 57 a 66% dos casos de EC, tornando de
suma importancia a triagem alimentar em todos os pacientes com manifestagdes de
EC (KAWANO et al., 2016; VOLKMANN et al., 2017; PEREIRA, 2022).

Sendo assim, a dieta hipoalergénica é a primeira linha de diagnostico e
tratamento das EC, e pode ser realizada com proteina inédita ou proteina hidrolisada
(ALLENSPACH et al.,, 2007; MANDIGERS et al., 2010). Dietas com proteinas
hidrolisadas visam reduzir a reag&o antigénica por reduzir o tamanho das proteinas
até particulas pequenas o bastante a ponto de ndo serem reconhecidas como
antigenos pelo sistema imune (MANDIGERS et al., 2010).
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Os caes que nao apresentam resposta terapéutica a dieta hipoalergénica sao
submetidos a biépsia e, havendo infiltrado celular inflamatorio, sdo posteriormente
tratados com imunosupressores. Os pacientes que obtém resposta favoravel a
corticoterapia ou imunossupressores sao classificados como enteropatia responsiva
a esteroides (ERE) ou enteropatia responsiva a imunossupressores (ALLENSPACH,
2011, 2015; ALLENSPACH et al.,, 2007; MICHAEL D. WILLARD et al., 2002;
ALLENSPACH; CULVERWELL; CHAN, 2016; DANDRIEUX, 2016). Estes tendem a
ser mais velhos, de meia idade a idosos, e apresentam manifestagdes clinicas mais
graves, predominantemente de intestino delgado, e tém maior taxa de indicagao de
eutanasia pela doenca intratavel (ALLENSPACH et al., 2007).

Alguns estudos sugerem que a ERE pode ser iniciada como uma ERD (HALL
EJ; GERMAN AJ., 2009). No entanto, mais estudos s&o necessarios para avaliar se
€ uma progressao da doenga ou enteropatias distintas.

Anteriormente, a classificagdo das EC incluia a enteropatia responsiva a
antibidticos (ERA), quando os caes apresentavam melhora apds antibioticoterapia
(DANDRIEUX, 2016). No entanto, esta classificacao esta em desuso, pois antibidticos
tém sido contraindicados para tratamento de EC por resultarem em disbiose
(SUCHODOLSKI, 2022). Ainda sao consideradas as enteropatias nao responsivas
(ENR), quando paciente ndo apresenta nenhuma resposta terapéutica a esteroides,
antibidticos, imunomoduladores ou dieta; e a enteropatia associada a perda proteica
(EPP), quando ha perda de proteina para o lumen intestinal (DANDRIEUX, 2016;
DANDRIEUX; MANSFIELD, 2019).

2.1.1.3. Avaliagao histopatolégica

A avaliagcédo histopatologica intestinal dos cdes com EC frequentemente faz
parte do diagndstico (JERGENS et al., 2014), principalmente nos pacientes que nao
obtém resposta terapéutica positiva a dieta hipoalergénica (ALLENSPACH et al.,
2019). No entanto, na avaliagdo histopatolégica ndo € possivel segmentar as
diferentes enteropatias em ERD, ERE ou ENR, pois esta é uma classificacdo baseada
na resposta ao tratamento instituido e nao pelo tipo de infiltrado celular (DANDRIEUX;
MANSFIELD, 2019; ALLENSPACH et al., 2019).
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A avaliagao histopatologica € realizada de fragmentos do trato gastrointestinal
acometido, podendo incluir estbmago, duodeno, jejuno, ileo e célon, e ser realizada
de biopsias coletadas por endoscopia e colonoscopia, video-laparotomia ou por
laparotomia (WASHABAU et al.,, 2010; ALLENSPACH et al., 2007a, 2019;
ALLENSPACH & MOCHEL, 2022).

A avaliagao histopatologica tem como intuito descartar processos neoplasicos
e fungicos, diferenciar tecidos normais de tecidos inflamados, avaliar a arquitetura
celular e caracterizar a origem e gravidade da alteragdo tecidual, auxiliando no
diagndstico morfoldgico, etioldgico e consequentemente no progndstico do paciente
(WASHABAU et al., 2010; ALLENSPACH et al., 2019).

Caracterizar a gravidade e a extensdo da inflamagao em biopsias endoscopicas
de caes é dificil, assim como ter um consenso entre os patologistas. Para isso, em
2010 foi publicado, pela WSAVA (“World Small Animal Veterinary Association”), o
consenso de padronizagdo da avaliagao histologica de bidpsias por endoscopia e
colonoscopia (WASHABAU et al., 2010). Além de definir o que é considerado tecido
saudavel e tecido inflamado e como classifica-los, este consenso também determina
numero minimo de fragmentos a serem coletados em bidpsias endoscopicas e como
armazena-las da melhor forma para que a avaliagdo histopatologica nao seja
prejudicada.

Nas avaliagbes dos infiltrados celulares, nas amostras do colon, séo
considerados normais, pelo consenso, de 7,7 £ 3,7 linfécitos intra-epiteliais por area
de 100 colondcitos na cripta do epitélio basal do c&do, observados na objetiva de 40x
do microscépio. Na lamina prépria, entre as criptas basais do coélon saudavel, ha
aproximadamente 5,5 *+ 4,3 plasmdcitos e 3,8 + 3,7 eosindfilos por 10.000 um?. Se o
numero de células estiver acima do respectivo valor, € considerado tecido inflamado.
A inflamac&o deve ser classificada em discreta, moderada ou grave. Também ha
dados quanto ao numero de células caliciformes na cripta do epitélio colénico canino,
sendo considerado normal 25,6 + 7,3 por 100 colondcitos. Este numero pode estar
alterado de acordo com quantidade de muco liberado durante a coleta da biopsia
(WASHABAU et al., 2010).

No entanto, diversos estudos evidenciam que ha grande dificuldade de
correlacionar os achados histopatolégicos com a gravidade clinica da doenca e a
resposta terapéutica do paciente (LOIS ROTH et al., 1990; MICHAEL D. WILLARD et
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al., 2002; ALLENSPACH et al.,, 2007; JERGENS et al.,, 2014; DANDRIEUX;
MANSFIELD, 2019; ALLENSPACH et al, 2019;). Assim, recentemente foi
evidenciado que ha correlagdo maior da gravidade clinica com a arquitetura da
mucosa do que com o numero de linfocitos e plasmaocitos em si. Assim, novos métodos
de avaliagao e graduacao histolégica simplificada tém sido propostos (JERGENS et
al., 2014; ALLENSPACH et al., 2019).

A inflamagdo comumente encontrada nas avaliagdes histologicas do colon dos
cides com EC é a Ilinfoplasmocitica, por vezes associada a eosinofilica
(ALLENSPACH, 2015; ALLENSPACH; MOCHEL, 2022). Mas outros infiltrados
também sdo comumente encontrados, como neutrofilico, piogranulomatoso, e
granulomatoso ou histiocitico (WASHABAU et al., 2010; ALLENSPACH et al., 2019).

No entanto, além da avaliagéo histolégica, as decisdes terapéuticas devem se
basear no histérico clinico, anamnese, avaliacdes laboratoriais e parametros clinicos,
que podem ser determinados por indices como o indice clinico de atividade da
enteropatia crénica em cao (CCECAI; “canine chronic enteropathy clinical activity
index”), que vai auxiliar na avaliagao inicial e no acompanhamento da resposta
terapéutica do paciente (ALLENSPACH et al., 2007).

2114 Infiltrado celular: linfoplasmocitico (LP)

E o infiltrado celular mais frequentemente relatado, principalmente no célon, na
qual sao contabilizados maior quantidade de linfocitos e plasmdcitos na mucosa e
lamina proépria intestinal, além de avaliada presenca de edema e fibrose, separando a
cripta da muscular da mucosa e entre uma cripta e outra (ALLENSPACH et al., 2019;
DANDRIEUX, 2016).

A gravidade da colite LP é frequentemente classificada como discreta,
moderada ou grave, de acordo com a quantidade de linfocitos e plasmocitos
encontrados na mucosa e submucosa (WASHABAU et al., 2010). No entanto, a
gravidade da inflamag&o da mucosa pode ndo estar correlacionada com a gravidade
do quadro clinico da EC. Por isso, outros parametros histolégicos devem ser avaliados
além do numero de linfécitos e plasmdcitos, como fibrose da mucosa, dilatagdo de
criptas e alteragdes estruturais das vilosidades, para que se possa graduar
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corretamente a gravidade da lesdo e o veterinario possa correlacionar com a

gravidade esperada do quadro clinico do paciente (ALLENSPACH et al., 2019).

2.1.1.5. Infiltrado celular: eosinofilico

A classificac&o histolégica da colite eosinofilica é realizada se os eosindfilos
séo encontrados em grande quantidade na mucosa dos cées (acima de 3,8 + 3,7
eosindfilos por 10.000 ym?) ou se forem o padro celular predominante (WASHABAU
et al., 2010). Apesar de na rotina clinica suspeitar-se que pacientes com infiltrado
eosinofilico apresentam hipersensibilidade alimentar ou parasitas gastrointestinais,
como citado anteriormente, a caracteristica celular do infiltrado ndo determina o
diagndstico do paciente, sendo necessario avaliar a resposta terapéutica para
determinar a classificagdo diagndstica final, ou seja, 0 mesmo precisa responder a
dietas hipoalergénicas para ser classificado como paciente com enteropatia
responsiva a dieta (ALLENSPACH et al., 2019; ALLENSPACH; MOCHEL, 2022).

2.1.1.6. Infiltrado celular: colite granulomatosa

Neste caso, a inflamagdo do colon é marcada predominantemente pela
presenca de macréfagos com a ECEI. E uma lesdo cronica e progressiva, transmural,
caracterizada inicialmente por erosao e ulceracao superficial da mucosa do célon e
pelo acumulo de macrofagos positivos para coloragdo PAS no epitélio, lamina prépria
e submucosa, entre a muscular da mucosa e a base das criptas do célon. Apesar de
os macrofagos PAS positivos serem altamente sugestivo de CG em ragas
predispostas, sdo indicados testes complementares nas amostras histoldgicas para
confirmagéao diagndstica, como FISH e imuno-histoquimica (CONRADO et al., 2022;
CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011a; ISHII et al., 2022; VAN KRUININGEN,
1975).

2.1.1.7. Técnicas de diagnéstico:
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2.1.1.7.1. Hematoxilina e eosina (HE)

A coloragdao por hematoxilina e eosina (HE) é a utilizada na maioria das
avaliacdes histopatolégicas do trato gastrointestinal. E uma coloragdo simples e de
baixo custo. Por esta técnica pode-se diferenciar estruturas basdfilas, que se coram
com a hematoxilina, de estruturas acidofilas, que se coram pela eosina. Para iniciar a
coloragao o primeiro passo € a deparafinizagao para remoc¢ao da cera de parafina das
l&minas histolégicas. O xileno e seus substitutos s&do usados para remover a parafina.
A solucdo de hematoxilina cora, por exemplo, os nucleos de cromatina, os acidos
nucleicos, e os reticulo endoplasmatico rugosos. Em seguida, a hematoxilina nao
corada é removida pela lavagem da lamina. Por fim, a coloracdo de eosina é
adicionada para corar o citoplasma das células, as fibras de colageno e outras
estruturas aciddfilas (FELDMAN; WOLFE, 2014).

2.1.1.7.2. Coloragao pelo acido peridodico de Schiff (PAS)

A PAS cora o componente de carboidrato dos macréfagos e da parede celular
das bactérias, composta por glicoproteinas, tornando aqueles macrofagos de
citoplasma granular e espumosos, com coloragao rosa caracteristicos na microscopia
(KHAVARI et al., 1991; NOLTE et al., 2017; GIARDINO et al., 2023). No entanto, por
esta coloracdo, nao € possivel identificar a bactéria ou agente infeccioso, ou se esta
bactéria é gram positiva ou negativa (GIARDINO et al., 2023).

Os granulos citoplasmaticos visualizados na coloragdo rosa s&o atribuidos a
prépria fagocitose de microrganismos, os quais podem ser bactérias ou fungos, que
também apresentam glicoproteinas em sua composi¢ao (KHAVARI et al., 1991;
NOLTE et al.,, 2017; GIARDINO et al., 2023) Nestes pacientes, € caracteristica a
presencga dos macrofagos PAS positivo na mucosa do colon, o que € sugestivo da CG
(VAN KRUININGEN et al., 1965; VAN KRUININGEN, 1975; LOIS ROTH et al., 1990;
MANSFIELD; SIMPSON, 2011a; ALLENSPACH, 2015; ALLENSPACH et al., 2019;
CRAVEN; SALAVATI SCHMITZ et al.,, 2019; ALLENSPACH; MOCHEL, 2022;
CONRADO et al., 2022).

Em humanos, a coloragdo de PAS é utilizada para diagnostico da doenga de
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Whipple (AFSHAR; REDFIELD; HIGGINBOTTOM, 2010; BOUMAZA et al., 2022;
KUTLU et al., 2020; MARTH et al., 2016), a qual a CG era comparada quando foi
inicialmente descoberta em 1965 (VAN KRUININGEN et al., 1965). No entanto,
somente a coloragado de PAS positivo ndo € suficiente para o diagndstico da doenga
de Whipple, pois outras bactérias podem levar ao mesmo resultado, levando a um
falso positivo. O diagnéstico final é realizado por PCR de tecido intestinal, associado
as manifestacdes clinicas e resposta ao tratamento (DOLMANS et al., 2017).

Em cées, em outros processos infecciosos poderiam ser detectados
macrofagos PAS-positivos, como infec¢des fungicas, como candidiase e pitiose, e em
lesbes de cripta ligadas a enteropatias associadas a perda proteica (BERRYESSA et
al., 2008; PARAMBETH et al., 2019; RECAI TUNCA et al., 2006; WILLARD et al.,
2000). No entanto, nestas ultimas, espera-se que os pacientes apresentem pan-
hipoproteinemia em avaliagbes laboratoriais (WILLARD et al., 2000). Nas pitioses,
além do histopatoldgico e coloragdo de PAS, é necessario para o diagndstico final a
IHQ e PCR (BERRYESSA et al., 2008; PARAMBETH et al., 2019).

2.1.1.7.3. Hibridagao fluorescente in situ (FISH)

A técnica de hibridizagdo por fluorescéncia in situ, ou FISH, € uma técnica
molecular utilizada para detectar uma sequéncia especifica de DNA ou RNA com
microscopio de fluorescéncia. E uma reagdo entre a probe fluorescente marcada que
hibridiza com a sequéncia de DNA ou RNA alvo. Esta técnica pode ser utilizada para
detectar sequéncias de nucleotideos em diversas amostras, preservando a
integridade celular da mesma (PRUDENT; RAOULT, 2019).

FISH € uma técnica que possibilita a visualizagdo simultanea, identificacéo,
enumeragdo e localizagdo de microrganismos-alvo, como bactérias, arqueia,
leveduras e protozoarios.

O procedimento inclui quatro etapas: a fixagdo de microrganismos, esfregacos
ou espécimes de tecidos; o pré-tratamento e permeabilizagdo da amostra, permitindo
0 acesso de probes para os acidos nucleicos; hibridizagdo das sondas marcadas com
seus alvos de DNA ou RNA; lavagem para remover sondas nao ligadas, montagem e
visualizagdo em microscopia ou citometria de fluxo (PRUDENT; RAOULT, 2019).

Ela foi considerada o padrao para diagndstico da CG desde 2006, pois por meio
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desta técnica foi possivel detectar a ECEIl intramucosa ou intracelular em tecidos de
colon ou ileo nos pacientes caninos com suspeita de CG (SIMPSON et al., 2006).
Porém, a realizagdo da técnica de FISH exige equipamento especifico e reagentes
caros, nao estando disponivel no Brasil para rotina da medicina veterinaria, além de
profissionais treinados e disponiveis imediatamente para leitura do resultado,
impossibilitando a realizagao da técnica até mesmo em paises onde é acessivel (ISHII
et al., 2022).

2.1.1.7.4. Imuno-histoquimica (IHQ)

A IHQ é um método diagnostico auxiliar amplamente utilizado na medicina
veterinaria e humana para diferenciar e classificar tipos celulares, sendo muito
utilizada na oncologia. Esta técnica diagndstica utiliza anticorpos marcados contra
antigenos, em tecidos e células especificas. Ela pode ser realizada em tecidos fixados
em formalina e parafina, mas também em tecidos congelados (MAGAKI et al., 2019).

As etapas sequenciais da IHQ podem ser resumidas da seguinte forma:
recuperacédo do antigeno, adicdo do anticorpo primario, aplicagdo de um anticorpo
secundario que se liga ao anticorpo primario e adigdo de um reagente de detecgao
para localizar o anticorpo primario (MAGAKI et al., 2019).

A IHQ é comumente utilizada no diagnostico de neoplasias, porém, com a
comprovacgéao da capacidade da detecgdo da ECEI, maior facilidade e menor custo da
técnica em comparagao ao método padrao FISH, a mesma pode ser considerada uma
técnica alternativa importante para diagndstico da CG em caes (ISHII et al., 2022).

2.2, COLITES

As colites apresentam manifestagdes clinicas caracteristicas marcantes, como
diarreias com presenca frequente de muco, disquezia, tenesmo, hematoquezia,
borborigmos, aumento frequéncia de defecagao, dor e urgéncia para defecar (LEIB,
2000; LECOINDRE; GASCHEN, 2011).

Em humanos, a causa de diarreia cronica de intestino grosso mais comum é

idiopatica ou sindrome do intestino irritavel (SIR), na qual o paciente apresenta dor
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abdominal e diarreia crénica, sem alteracdo histopatolégica ou em exames
laboratoriais sanguineos (SAHA, 2014; ALAMMAR; STEIN, 2019). A patogénese da
SIR ainda nao € completamente conhecida, mas possivelmente envolve disfungado no
eixo cérebro-intestino, com fatores ambientais, estresse, depressdo, ansiedade,
alteragdes na dieta, além de mudangas na microbiota do trato gastrointestinal (SAHA,
2014; ALAMMAR; STEIN, 2019).

Em céaes, a SIR ndo é comprovada, mas a diarreia idiopatica de intestino
grosso, sem les&o histolégica presente na avaliagdo patoldgica ja foi proposta por
alguns autores (LEIB, 2000; LECOINDRE; GASCHEN, 2011; ALVES; JORGE;
SANTOS, 2022). Porém, a SIR em humanos é diretamente ligada a fatores
emocionais de dificil mensuragdo em caes, € a auséncia de correlacido entre os
achados histopatologicos e a gravidade das manifestagdes clinicas ja foi descrita
previamente (LOIS ROTH et al, 1990; WILLARD et al., 2002), sendo inclusive
proposto por Allenspach et al. (2019) novas formas de avaliagao histolégica das
amostras coletadas para melhor elucidacido das colites em caes.

2.21. COLITE IMUNOMEDIADA

Nesse material, as colites n&do granulomatosas serdo chamadas de ‘colites
imunomediadas’. Estas sdo as colites mais comuns histologicamente, mas pouco
descritas como doencgas isoladas das demais EC na literatura da medicina veterinaria,
tendo poucas pesquisas relativas a elas (LEIB, 2000; ALLENSPACH et al., 2007,
LECOINDRE; GASCHEN, 2011; 2019; ROSSI et al., 2020; ALVES; JORGE;
SANTOS, 2022; FRITSCH et al., 2022).

ApOs bidpsia, aos caes que apresentam alteragao histolégica compativel com
inflamacdo € necessario tratamento para controle e modulacdo do processo
inflamatdrio, que visa controle das manifestagdes clinicas e qualidade de vida
(ALLENSPACH et al., 2007; ALLENSPACH; CULVERWELL; CHAN, 2016; FRITSCH
et al., 2022). O tratamento adequado das enteropatias imunomediadas em caes é
controverso, e apresenta grande variabilidade entre os pacientes estudados, muitas
vezes independente da avaliagao histolégica de bidpsias coletadas. Os tratamentos

propostos envolvem uma série de fatores como dietas coadjuvantes e medicamentos
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imunossupressores (MAKIELSKI et al., 2019).

A prednisolona é a cortisona mais utilizada para tratamento das enteropatias
responsivas a esteroides, no entanto, usualmente €& utilizada associada a outros
imunossupressores, com menos efeitos colaterais, para que seja possivel a
manuteng¢ao de menor dose ou até mesmo suspensao do corticoide (ALLENSPACH
et al., 2007; ALLENSPACH, 2015; ALLENSPACH; CULVERWELL; CHAN, 2016;
DANDRIEUX, 2016; MAKIELSKI et al., 2019). Os imunossupressores mais utilizados
sdo a ciclosporina, a azatioprina, o clorambucil e a budesonida (JULIEN R. S.
DANDRIEUX et al., 2013; DANDRIEUX, 2016b; MAKIELSKI et al., 2019).

N&o ha na literatura, até o momento, descricdo do progndstico especifico das

colites imunomediadas em c3ao.

2.2.2. COLITE GRANULOMATOSA

A CG, previamente conhecida como ulcerativa ou histiocitica devido as suas
caracteristicas macroscopicas e histologicas, foi primeiramente descrita em um relato
de nove caes filhotes da raga boxer (VAN KRUININGEN et al., 1965) que
manifestaram quadro classico de colite, com diarreia com muco, disquezia, tenesmo
e hematoquezia, porém com manifestagcées diarias, diferente do quadro classico
intermitente das colites, além de pouco a nenhuma resposta aos diversos tratamentos
realizados, com mudangas dietéticas, corticoterapia, vermifugacédo e
antibioticoterapia. A época, Van Kruiningen et al. (1965) compararam a doencga dos
boxers a doenga de Whipple em humanos, pois tinham a mesma manifestagdo clinica
e achados histopatologicos semelhantes: macrofagos positivos em histopatologico
corado por PAS.

No entanto, a doenga de Whipple é multissistémica, e causada por uma
bactéria que afeta o intestino delgado, a Tropheryma whipplei (AFSHAR; REDFIELD;
HIGGINBOTTOM, 2010), diferente do que parecia acometer os boxers de Van
Kruiningen (1965) que apresentavam as lesdes histopatolégicas exclusivamente no
coélon. A infecgdo da doenca de Whipple ocorre usualmente por ingestdo da bactéria
que, no duodeno e jejuno, se replica e gera manifestagdes clinicas como diarreia,

fezes liquidas, dor abdominal, perda de peso, caquexia, febre e, em casos raros,
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alteragbes neuroldgicas e poliartrite (AFSHAR; REDFIELD; HIGGINBOTTOM, 2010).
Casos ainda mais graves podem levar a hipoalbuminemia, edema de membros e
ascite (VAN KRUININGEN et al., 1965; AFSHAR; REDFIELD; HIGGINBOTTOM,
2010; MARTH et al., 2016; KUTLU et al., 2020; BOUMAZA et al., 2022;).

O diagnéstico da doencga de Whipple é realizado por histopatologico de bidpsias
de duodeno e jejuno, usualmente por endoscopia, com macrofagos PAS positivos
(AFSHAR; REDFIELD; HIGGINBOTTOM, 2010; MARTH et al., 2016; KUTLU et al.,
2020; BOUMAZA et al., 2022). Apds avaliagao histologica € confirmado diagndstico
por reagdo em cadeia da polimerase (PCR; polymerase chain reaction) para T.
whipplei, pois a coloragcdo de PAS é inespecifica, podendo ser positiva a outros
microrganismos como Mpycobacterium avium, Bacilus cereus, Corynebacterium,
Rhodococcus sp e fungos (AFSHAR; REDFIELD; HIGGINBOTTOM, 2010;
BOUMAZA et al., 2022; MARTH et al., 2016). Portanto, apesar da semelhanca
histolégica de macrofagos PAS positivos, a doenga de Whipple ndo € mais
considerada como similar a CG dos caes.

As manifestag¢des clinicas da CG sao caracteristicas de diarreia de intestino
grosso, com fezes amolecidas com muco e sangue, assim como das demais colites
as quais os BF sdo suscetiveis. Em casos mais graves podem estar associadas a
perda de peso e reducdo de crescimento (VAN KRUININGEN et al., 1965;
HOSTUTLER et al.,, 2004; MACDONOUGH; SIMPSON, 2009; CRAVEN;
MANSFIELD; SIMPSON, 2011). Até o presente momento ndo ha descricdo de
manifestagdes clinicas especificas que diferenciem as CG das ndo granulomatosas
no BF. No entanto, a CG ocorre usualmente em animais jovens, frequentemente
filhotes ou até 4 anos de idade, e aparentemente sem predilegéo por sexo (COCHRAN
et al., 2021; MANCHESTER et al., 2013a, 2021; MERINO-GUTIERREZ; PUIG; FEO-
BERNABE, 2022).

Apesar de a CG ter sido primariamente relatada em boxers (VAN KRUININGEN
et al., 1965; GOMEZ et al., 1977; SIMPSON et al., 2006; MACDONOUGH; SIMPSON,
2009; CRAVEN et al., 2010; CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011; PAVARINI et
al., 2011; DOGAN et al., 2020; MANCHESTER et al., 2021) e depois em BF (INGRID
VAN DER GAAG,; JIK VAN TOORENBURG, 1978; TANAKA; NAKAYAMA; TAKASE,
2003; MANCHESTER et al., 2013; DOGAN et al., 2020; CONRADO et al., 2022), ela
também ja foi descrita em outras ragas: sttaffordshire terrier, doberman pinscher,
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rottweiler, mastiff, beagles e malamute do alasca (STOKES et al., 2001; ARGENTA
et al., 2018; CARVALLO et al., 2015), e em gatos (LEAL et al., 2017; MATSUMOTO
et al., 2019; WAITE; YAFFY; KATHRANI, 2023).

Os boxers e BF s&do considerados parte de um grupo racial ligado aos mastiffs
e bullmastiffs, devido a heranga genética similar, porém pouco descrita (FIX, 1982;
PARKER et al., 2017). Em boxers e BF, a susceptibilidade genética esta ligada a uma
regido que codifica a familia dos genes CD48/SLAM no cromossomo 38, que foi
associado a DIl em humanos (HAYWARD et al., 2016).

A patogenia completa da CG ainda € pouco compreendida. Desde os primeiros
relatos acreditava-se que a CG estava relacionada a uma bactéria, pois os animais
apresentavam resposta terapéutica favoravel a antibiéticos, além de apresentar os
mesmos macrofagos PAS positivos presentes em humanos com doencga de Whipple,
porém nao era possivel ainda identificar o agente infeccioso causador da lesao (VAN
KRUININGEN et al., 1965; VAN KRUININGEN, 1975; INGRID VAN DER GAAG; JIK
VAN TOORENBURG, 1978; CHURCHER; WATSON, 1997; HOSTUTLER et al.,
2004).

O primeiro estudo que identificou a bactéria relacionada a etiopatogenia da CG
ocorreu em 2006, e utilizou a técnica de FISH nas amostras de bidpsia de célon canino
(SIMPSON et al., 2006). O estudo avaliou amostras de 13 boxers com diagnéstico
prévio de CG pela coloracdo de PAS, e 38 caes controle: 27 de racas diversas com
outras formas de colite e 11 saudaveis. Foi observada a presengca da ECEIl nos
macréfagos do interior da mucosa do intestino de 100% dos boxers acometidos com
CG, e em nenhum dos 38 caes do grupo controle (SIMPSON et al., 2006).

Neste mesmo estudo, foi realizada técnica de sequenciamento genético com
16S rDNA e imuno-histoquimica. Na imuno-histoquimica foram encontradas bactérias
intramucosa, principalmente nos histiécitos, nos mesmos locais em que pelo FISH
localizou-se as bactérias em questdo. Em um dos boxers foi realizada nova biopsia
apos 3 meses de tratamento com antibioticoterapia e ndo foi encontrada ECEI por
FISH ou IHQ.

A ECEI € uma bactéria com habilidades especificas de aderir e invadir o epitélio
intestinal, além de replicar em macrofagos. Inicialmente ela adere e coloniza
enterdcitos antes de translocar e entrar na submucosa (PALMELA et al., 2018). Em
humanos, a ECEI esta intimamente ligada a pacientes com doenga de Crohn e colite
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ulcerativa, e ja foi isolada em diferentes populagbes, com ocorréncia de 50% em
pacientes com doenca de Crohn (CONTE et al.,, 2006; BARNICH; DARFEUILLE-
MICHAUD, 2007; PALMELA et al., 2018 LEE et al., 2019).

A presenca da ECEI em pacientes pediatricos com doenga de Crohn sugere
que a colonizacdo da mucosa por esta bactéria pode iniciar inflamacgao crénica em
individuos susceptiveis, o que altera a microbiota do hospedeiro (CONTE et al., 2014).
Entretanto, ainda n&o é claro se a ECEI é um determinante para a DIl em humanos,
um fator agravante em pacientes ja doentes ou se ao alterar a microbiota dos
pacientes perpetua a inflamagéao (PALMELA et al., 2018).

No entanto, a doenca de Crohn e a colite ulcerativa sdo doencas multifatoriais,
classificadas como inflamatérias e idiopaticas, diferente do que inicialmente era
classificada a CG canina. Ainda assim, associacdo da ECEI com a mucosa intestinal
dos BF e boxers é similar aos achados em humanos com doenca de Crohn
(BARNICH; DARFEUILLE-MICHAUD, 2007; PALMELA et al., 2018; ABDELHALIM;
UZEL; GULSEN UNAL, 2020). Em humanos, a detecgdo da ECEI é realizada pela
cultura de fragmento de biopsia de ileo dos pacientes afetados, com posterior extragao
de DNA e realizagao de PCR para identificagao da cepa da ECEI (CONTE et al., 2006;
LEE et al., 2019).

Em paralelo, atualmente o padrdo de diagndstico da CG em BF é a avaliagao
histopatoldgica de bidpsias de cdlon dos caes, coradas especificamente com PAS
posteriormente IHQ (ISHII et al., 2022; VAN KRUININGEN et al., 1965).

Uma ferramenta diagnostica adicional foi descrita em 2021, em um relato de
caso, no qual foi utilizada ultrassonografia com doppler e contraste intravenoso,
técnica denominada CEUS (“contrast-enhanced ultrasonography and shear-wave
elastography”) em um filhote de 11 meses de BF com quadro clinico de diarreia
crdbnica com muco e sangue. Esta técnica € comumente utilizada na medicina
humana, para diagndstico e monitoramento da colite ulcerativa e doenga de Crohn.
Nela, podem ser avaliadas as alcgas intestinais, estratificagcdo parietal das camadas,
fluxo sanguineo dos vasos, presenga de nédulos em mucosa e submucosa, massas,
perfusdo. Neste caso, o diagndstico foi confirmado com bidpsia de cdlon e coloragéao
de PAS, mas sem a técnica de FISH (CORDELLA et al., 2021).

Recentemente foi aventado por Conrado et al. (2022) outra possibilidade

diagnodstica para CG. Em seu relato de caso, foi realizada citologia de célon, com
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realizagao de coloracédo de PAS e FISH, associada a coleta de material de tecido do
coélon para cultura e antibiograma. Foi observada correlagéo positiva dos achados de
bidpsia coletada por colonoscopia com os achados da citologia. No entanto, por ser
um relato de caso, é necessaria realizacdo de mais estudos para que se comprove
que é possivel a reprodugao desta técnica em maior numero de animais, e assim a
utilizacdo da citologia no diagndstico da CG (CONRADO et al., 2022).

As ECEI sdo os agentes etiologicos da CG. Assim, a correlagdo entre a
presenca de ECEI nos macréfagos e a resposta ao tratamento com antibiéticos sugere
que de fato as bactérias sdo os principais fatores patogénicos da CG, e o tratamento
visa controle das manifestag¢des clinicas pela erradicagdo das ECEIl (SIMPSON et al.,
2006; CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011).

Dessa forma, antibioticoterapia € a recomendacéo e deve ser realizada com
farmacos capazes de penetrar nos enterocitos e macrofagos e atingir adequada
concentracédo celular, como as quinolonas, principal classe de antibibticos utilizada
nesses casos e associada ao sucesso no tratamento e remissao do quadro a longo
prazo (SIMPSON et al., 2006; MACDONOUGH; SIMPSON, 2009; CRAVEN et al.,
2010; CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011; LECHOWSKI et al., 2013;
MANCHESTER et al., 2013). Em estudos que avaliaram a eficacia terapéutica, os
autores sugerem o uso da enrofloxacina na dose de 5 a 10 mg/kg a cada 24 horas,
por 6 a 8 semanas (CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011; MANCHESTER et al.,
2021).

E recomendada a realizacdo de bidpsia ap6s o tratamento para comprovacéo
da remissao da doencga e erradicagdo da ECEl (CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON,
2011). Outros antibidticos capazes de penetrar nos enterécitos e macrofagos sao:
cloranfenicol, florfenicol, rifamicina, sulfa-trimetoprim, tetraciclinas e claritromicina
(VAN KRUININGEN et al., 1965; CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011; MERINO-
GUTIERREZ; PUIG; FEO-BERNABE, 2022).

A resisténcia a antibidticos se torna progressivamente mais frequente,
principalmente as fluoroquinolonas, o que reduz a resposta aos tratamentos, as
opgoes terapéuticas e o prognostico. Ja foi reportada resisténcia a antimicrobianos
em até 62,5% dos casos de CG (CRAVEN et al., 2010; LUCENA; NOVALES; GINEL,
2017; MANCHESTER et al., 2021). Os autores sugerem que seja realizada a cultura

e antibiograma do fragmento de célon no momento do diagnostico e se escolha um
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antibidtico sensivel e capaz de penetrar nos macréfagos. O uso de antibiograma para
guiar tratamento de acordo com susceptibilidade individual do paciente melhora o
prognostico (MANCHESTER et al., 2021). Em caso de cepas multirresistentes, os
autores sugerem o uso de combinagdes de antibiéticos, mesmo que o paciente seja
resistente a um dos farmacos, pois juntos podem ter efeito sinérgico (CRAVEN;
MANSFIELD; SIMPSON, 2011).

No entanto, a realizagdo da cultura e antibiograma e a posterior identificagdo
da ECEI ndo € um procedimento simples, pois apds a cultura é necessaria a
confirmagéao da identificagéo da cepa correta da E. coli em ECEI por PCR (CRAVEN
et al., 2010; MANCHESTER et al., 2013, 2021).

Desta forma, o diagndstico preciso das colites auxilia no tratamento e melhora
consideravelmente o progndstico, principalmente nas ragas com maior predisposi¢cao
a ocorréncia da CG, como os buldogues franceses. Na literatura ha poucos estudos
que tenham comparado o cenario clinico, manifestacdes clinicas especificas de cada
colite e as possibilidades diagndsticas em caes da raga buldogue francés com diarreia

cronica de intestino grosso.

3. OBJETIVOS

Principal:
Investigar aspectos clinicos que possam auxiliar no diagnostico diferencial de cées BF

com diarreia crbénica e suspeita de CG.

Secundarios:

- Descrever manifestagdes clinicas, achados diagnodsticos e desfechos de casos de
BF com diarreia crénica, comparativamente entre os com e sem CG

- Comparacéo das caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e resposta terapéutica dos
caes BF com CG versus colite ndo granulomatosa (CNG);

4. MATERIAL E METODOS
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Este estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos e de
experimentacdo animal, sob aprovagéo da Comissao de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(Protocolo numero: 3186100222).

Foram selecionados os prontuarios e os blocos de parafina provindos de
biépsia de ileo e colon de cédes da raca BF, atendidos na rotina do servico de
gastroenterologia veterinaria Gastrovet, na cidade de S&o Paulo, no periodo de janeiro
de 2014 a dezembro de 2022, com quadro clinico de diarreia crénica. Foram
considerados como critérios de inclusido: caes da raga BF; com diarreia ha mais de 3
semanas; machos ou fémeas; de faixas etarias variadas; sem afec¢des
concomitantes; que tenham sido submetidos a bidopsia por colonoscopia ou
laparotomia, previamente ao tratamento instituido; com biopsia de célon, ileo ou
ambas as porgdes intestinais, e disponibilidade dos blocos de parafina com as
amostras de tecido.

Animais previamente diagnosticados com doengas metabdlicas, como doenga
renal cronica (concentragéo sérica de creatinina maior que 1,5 (IRIS, 2019), doenga
hepatica, hipoadrenocorticismo (cortisol basal menor que 2mg/dL ou teste de
estimulagcdo por ACTH positivo), endoparasitas (coproparasitolégico positivo),
giardiase (achado coproparasitolégico ou SNAP positivo) e neoplasias (por meio de
diagnostico histopatoldgico) ndo foram incluidos no estudo. Animais dos quais as
amostras histopatoldgicas estivessem inadequadas, ou seja, com segmento de célon
ausente, fragmentos insuficientes ou de ma qualidade foram excluidos.

Os blocos de parafina dos animais selecionados foram enviados ao Laboratorio
de Gastroenterologia da Veterinary Medicine & Biomedical Sciences (GILAB — Texas
A&M University, Estados Unidos da América - EUA). Os blocos de parafina, dos
segmentos de ileo e colon, de cada paciente, foram deparafinizados, reidratados e
novamente emblocados no padrao especifico do laboratério. Este padrdo de
parafinizagdo é realizado com o alinhamento dos fragmentos de biopsia na mesma
direcéo (figura 1), em ordem crescente de tamanho e separados uns dos outros, sem
permitir aglutinacao dos fragmentos (figura 2).

Na sequéncia, foram elaboradas novas laminas para analise histolégica, com
coloragao HE, PAS (figura 3) e realizada técnica de IHQ (ISHII et al., 2022). Quatro

animais foram excluidos pois as amostras de ileo e colon ndo estavam adequadas
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para avaliagdo, apresentando artefatos e falhas na identificacdo do material, baixo
numero de fragmentos por segmento intestinal ou ma qualidade das amostras.

Para a realizacdo da IHQ foram cortadas se¢bes de 4 um de espessura dos
tecidos e montadas em |aminas histologicas tratadas para adeséo eletrostatica. As
laminas foram entdo mantidas em secagem por 12 horas, a 40°C. Em seguida, foi
realizada a recuperagdo antigénica induzida por calor, em cozedor por pressao
(Retriever for antigeno unmasking; Electron Microscopy Sciences), aquecendo as
ldminas a 121°C por 20 minutos em solugéo de tampao de citrato 1x, pH 4,5 (R-Buffer
C10x%; Microscopia Eletrdnica Sciences), seguido por bloqueio de peroxidase
enddgena com peroxido de hidrogénio a 3%, por 10 minutos e tampao de bloqueio de
proteina UV (bloco de proteina UltraVision; Richard-Allan Scientific)

por 15 minutos.

Figura 1 — Realizagéo do realinhamento dos fragmentos de biopsia durante a nova emblocagem com
organizagao dos fragmentos por ordem de tamanho, e posicionamento de todos na mesma diregao,
com objetivo de facilitar o patologista no momento da leitura da Idmina histologica.

Fonte: Pereira, A.R., (2022).
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Figura 2 — Comparativo dos blocos de parafina: lado esquerdo provindo do laboratério
de origem, antes da reblocagem, com as amostras aglutinadas n&o sendo possivel
identificagcao individual dos fragmentos. Lado direito bloco de parafina no padrao do
laboratério americano com as amostras individualizadas e direcionadas para facilitar

a leitura da Iamina pelo patologista apos corte e coloragao.

Fonte: Pereira, A.R., (2022).

Figura 3 — Local de realizagéo da coloragao da coloragao histologica de acido periédico de schiff (PAS)
no laboratério de gastroenterologia dos Estados Unidos: recipientes com corantes da coloragéo de PAS
e locais de colocacdo das laminas para realizagao da coloragao, protocolo impresso, crondmetro e
grade para secar as ldminas apds a coloragao.

Fonte: Pereira, A.R., (2022).

Posteriormente, os tecidos foram incubados por 1 hora a temperatura

ambiente, com um anticorpo policlonal anti-E. coli contra sorotipos antigénicos O e K
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(Anti-E. coli, 1001; ViroStat), produzido em coelhos, e diluido a 1:200 com diluente de
anticorpo (solugao de reagente de diluente de anticorpo Life Technologies).

Todas as laminas, com as trés coloragdes, foram digitalizadas em objetiva 40x

com um scanner de laminas (Nano-Zoomer 2.0 HT da Hamamatsu Photonics) e
visualizados com o software NDP.view (Hamamatsu Photonics). Todas as laminas e
blocos foram arquivados e devidamente identificados para posterior analise pelo
patologista na proxima fase. A analise histopatoldgica foi realizada por um patologista
veterinario diplomado pelo American College of Veterinary Pathologists (ACVP), de
maneira cega, ou seja, sem acesso as informagdes clinicas ou resultado das analises
histopatoldgicas anteriores. A avaliagdo histopatologica no HE seguiu as
recomendagdes consensuais publicadas pela WSAVA (DAY et al., 2008), e
atualizagdes (ALLENSPACH et al., 2019; JERGENS et al., 2014).
Foram considerados caes com CG aqueles que apresentaram reagao positiva na IHQ
para E. coli. em fragmento de célon, ileo ou ambos, associada a infiltrado histiocitico
e PAS positivo. Os animais que nao apresentavam estes parametros foram
classificados como “Colite ndo granulomatosa” (CNG). Estes apresentaram alteragdes
histopatoldgicas com infiltrados inflamatérios diversos como linfoplasmocitica (LP),
neutrofilica e eosinofilica (NE) ou ainda auséncia de infiltrado inflamatdério (NI), quando
apresentavam infiltrado inflamatorio normal. Foi utilizada ainda a nomenclatura de
"enterite granulomatosa" nos pacientes com colite e ileite granulomatosa associadas
e "Enterite eosinofilica"; "Enterite neutrofilica" ou "Enterite eosinofilica e neutrofilica"
aos pacientes com infiltrado eosinofilico e neutrofilico em ileo ou ileo e cdlon
associados.

Dos prontuarios meédicos, foi realizado o levantamento dos seguintes dados:
idade, sexo, escore de condigao corporal (ECC) e achados laboratoriais, sendo estes:
hemograma (eritrograma e leucograma) com contagem de plaquetas; dosagem da
concentragdo sérica de cortisol basal, creatinina, ureia, albumina, atividade sérica das
enzimas alaninoaminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA), cobalamina, folato
e tripsinogénio sérico (TLI); ultrassonografias abdominais, tratamento instituido
previamente e apoOs biopsia, resposta terapéutica e manifestagdes clinicas
relacionadas a diarreia, como aumento da frequéncia de defecagédo, gases, disquesia,
dor e presenga de muco e sangue, que foram tratadas de forma qualitativa e nominal

(presente x ausente). Os achados laboratoriais foram avaliados individualmente, e se
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alterados, avaliados separados em grupos diagnodsticos de CG e CNG.

Foi analisada a relagdo da classificagado diagnostica com as variaveis clinicas
e o desfecho de cada paciente retirado dos prontuarios médicos. O desfecho é a
categorizagdo da resposta ao tratamento em “ndo resposta”, “resposta parcial” e
‘resposta completa”. “Nao resposta” serdo os animais que nao obtiveram melhora
clinica apos tratamento instituido, permanecendo quadro de diarreia idéntica a fase
anterior ao tratamento. “Resposta parcial” serdo os pacientes que apresentaram
melhora parcial do quadro de diarreia, porém sem cessar completamente. E “resposta
completa”, os pacientes que cessarem os episddios de diarreia por completo.

Em relagdo as manifestacdes clinicas, foram obtidos dos prontuarios somente
as caracteristicas associadas ao padrdao de defecacdo dos caes. Foi considerado
diarreia, o padrao fecal com aumento da frequéncia de defecacgao, alteracdo da
consisténcia ou volume fecal. Foi considerado "diarreia diaria" quando havia descrigéo
no prontuario de episédios de fezes amolecidas com frequéncia diaria, e "diarreia
intermitente”, quando relatados quadros de fezes amolecidos com intervalos de dias,
semanas ou meses entre os quadros referidos pelos tutores. Também foram descritos
os dados relativos a presenga de muco e sangue nas fezes, aumento da frequéncia
de defecacgdo, disquezia, urgéncia e émese. A alimentagcdo dos cédes também foi
relatada quando descrita, e classificada em comida caseira ou alimento comercial
extrusado, sendo este subdividido em “hipoalergénica”, “gastrointestinal” e “alimento
manutengao”.

Os dados foram apresentados sob a forma de estatistica descritiva. A
associagdo entre as variaveis clinicas, os achados histopatologicos e o desfecho
foram analisados por meio do teste de Fisher e Kruskal-Walis. A idade dos pacientes,
foi comparada entre os grupos (CG x CNG) por teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. A proporgdo entre machos e fémeas e a frequéncia das manifestagdes
clinicas foram comparadas entre os grupos pelo teste exato de Fisher. Para a
frequéncia de diarreia (diaria x intermitente), em que houve diferenga entre os grupos,
foi calculada a razédo de probabilidade (OR) usando modelos de regressdo com um
unico preditor. Diferenga foram consideradas quando p<0,05.

5. RESULTADOS
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Foram selecionados inicialmente os blocos de parafina provindos de bidpsia de
38 caes da raca BF, atendidos em 10 hospitais diferentes. Os blocos foram
provenientes de oito laboratérios de patologia diferentes, nos quais as analises
histologicas foram realizadas. Ao todo foram obtidos 90 blocos de parafina no total,
porém, os referentes aos segmentos de estdbmago e duodeno foram excluidos.

Dos 38 BF selecionados, quatro foram excluidos devido ma qualidade das
amostras. Dos prontuarios médicos, cinco nao estavam disponiveis, portanto, esses
foram excluidos das analises clinicas, mas optou-se por manté-los para as avaliagoes
histopatoldgicas e epidemiologicas. Assim, foram considerados n=34 para avaliagdes
histolégicas e n=29 para avaliagbes de prontuario médico.

Na reavaliagao histologica realizada no laboratério GILAB, 38,23% (n=13/34)
receberam diagnéstico final de CG, pela patologista. Os demais foram considerados
como CNG, subdivididos em 11,76% de LP (4/34), 32,35% NE (11/34) e 17,65% NI
(6/34).

Nas avaliagdes de coloragdes PAS, foram observados 38,23% caes positivos
em colon (13/34) e 41,18% positivos na IHQ de célon (14/34). O paciente #22 obteve
PAS negativo e IHQ positivo, porém com auséncia de infiltrado histiocitico no
histopatoldgico, sendo considerado CNG no diagndstico final. Nos demais pacientes
houve compatibilidade dos resultados de IHQ e PAS.

Nas amostras de ileo, foram observados 5,90% dos caes positivos na coloragao
PAS (2/34) e 2,94% (1/34) na IHQ. Todos os animais positivos em PAS ou IHQ de ileo
foram positivos na coloracdo de PAS ou IHQ de cdélon, portanto, independente do
resultado da analise de ileo, todos positivos em ileo em PAS e/ou IHQ foram
considerados como caes com CG. Em 14,71% (5/34) dos caes nao havia amostras
de ileo, portanto ndo foi realizada a avaliacdo deste segmento nesses pacientes.
Assim, dentre os animais com CG e ileo avaliado, 75,00% (6/8) apresentaram
positividade em coélon, mas sem evidéncia de infiltracdo por ECEI nos enterdcitos de
ileo (Quadro 1). Nas figuras 5, 6 e 7 podem ser observadas as colora¢des de HE, PAS
e IHQ respectivamente.

Na comparagéo entre os diagndsticos histopatoldgicos realizados no Brasil e
os realizados pela patologista certificada, foram observadas 19 divergéncias. Dentre
estas, 15 divergéncias em diagndsticos de colon, das quais 2 animais foram
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considerados inicialmente com CG e na reavaliagdo foram classificados como LP;
quatro eram LP e foram reclassificados como CG e nove receberam laudo de colite
LP e na nova avaliagdo n&o apresentaram infiltrado inflamatorio e foram classificados
como NI (quadro 1).

Nas analises de ileo houve 12 divergéncias de diagnostico, dos quais em oito
ocorreu a mesma mudanga observada com conclusdo diagnostica de colon. Destas
12 divergéncias, dois animais obtiveram mudanga da classificacdo diagnostica de
ileite LP para ileite granulomatosa; dois de ileite granulomatosa para ileite LP e oito
de ileite LP para NI.

Nas analises histopatologicas realizadas no Brasil, dos 34 BF, em cinco nao foi
realizada coloracdo PAS e, destes, nenhum foi positivo na coloracdo PAS realizada
nos EUA. Dos 12 animais positivos em PAS de colon no Brasil, trés foram negativos
em PAS e IHQ nos EUA (animais #4, #14, #34).

Dos 34 caes, 23,53% eram fémeas (8/34) e 76,48% machos (26/34). Na
comparagao entre os grupos diagnosticos, na CG havia 76,92% machos (10/13) e
23,07% fémeas (3/13) e no grupo CNG, 76,19% machos (16/21) e 23,81% fémeas
(5/21), sem diferencga estatistica entre os dois grupos (p>0.9999). Dentre os pacientes
com CG, a idade ao diagndstico variou de 7 a 28 meses (média 1,3 ano) e nas CNG
de seis a 96 meses (2,8 anos). Nao houve diferenga entre os grupos com relagao a
faixa etaria (p= 0,2053). Na quadro 2 podem ser observados mais detalhes sobre a
distribuicao de idade, machos/ fémea e a frequéncia dos episddios de diarreia entre
as diferentes classificagcdes histopatologicas.

Dentre os 29 pacientes os quais obtivemos acesso ao prontuario, 31,03%
obtiveram diagndstico de CG (9/29) e 68,95% CNG (20/29), nas avaliagbes
histopatologicas realizadas nos EUA. Nao havia informagdo do CCECAI nos
prontuarios e nao havia informacao suficiente para o calculo do mesmo em todos os
pacientes.

Dentre as manifestagdes clinicas (quadro 3), foram relatados muco e sangue
nas defecacoes [96,55% (28/29)]; prolapso de reto [6,90% (2/29)]; dor abdominal e/ou
disquezia [79,31% (23/29)]; ECC reduzido [24,13% (7/29)]; aumento da frequéncia de
defecacao [86,20% (25/29)]; urgéncia para defecar [75,86% (22/29)] e émese [55,17%
(16/29)] (quadro 3). Nao houve diferenga entre os grupos CNG e CG quanto a

ocorréncia dessas manifestacdes clinicas, exceto na comparac¢ao da frequéncia de
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episédios de diarreia. Foi avaliado entre os pacientes com CG e CNG se os mesmos
apresentavam diarreia diaria ou intermitente. Dentre os BF com CG é mais frequente
a diarreia diaria, enquanto nos CNG, intermitente (p=0,0043). Na avaliagao de risco
relativo, nos cdes com CG o risco € 3,1 vezes maior de apresentar alteracio fecal
diaria do que no grupo CNG, com odds ratio de 20.0 (95% intervalo de confianga, 2,3
a 233,1) (quadro 2).

Ao exame fisico, o escore de condigao corporal (ECC) dos animais foi descrito
em 72,41% dos prontuarios (21/29), e 24,14% (7/29) o apresentavam reduzido, sendo
42,86% (3/7) com CG, 57,14% com CNG (4/7) (quadro 3).

Quanto a alimentagao, 37,93% (11/29) dos cées recebiam comida caseira,
55,17% (16/29) alimento comercial e 3,45% (1/29) alimento comercial com carne ou
frango misturado. Em um prontuario ndo havia informagéo sobre alimentagdo do
animal. Dos animais que comiam alimento comercial, 50,00% (8/16) recebiam
hipoalergénico, 18,75% (3/16) gastrointestinal comum (sem suplementagéo de fibra
ou baixa em gordura) e 31,25% (5/16) alimento de manutengéo. Dentre os animais
com diagnéstico de CG (n=9), 44,45% (4/9) ja eram alimentados com alimento
comercial hipoalergénico, 33,33% (3/9) com comida caseira e 22,22% (2/9) com ragao
gastrointestinal. Os pacientes que ndo comiam alimento hipoalergénico foram
submetidos a dieta hipoalergénica e nenhum apresentou resposta terapéutica.

Nos pacientes com infiltrado CNG, foram relatados os seguintes alimentos
prévios ao primeiro atendimento (n=20): ragao hipoalergénica 20,00% (4/20); comida
caseira 40,00% (8/29); ragao gastrointestinal 10,00% (2/20); outras ragbées nao
terapéuticas 15,00% (3/20); em 15,00% dos prontuarios ndo havia informagao sobre
a dieta dos pacientes (3/20). Dos 20 pacientes acima, 60,00% (12/20) foram
submetidos a dieta hipoalergénica, e 50,00% dos animais respondeu parcialmente
(6/12).

Todos os caes foram submetidos a exames laboratoriais prévios a biopsia.
Hemograma (n=29); concentragao sérica de cortisol (n=1), creatinina (n= 29), ureia
(n=29), albumina (n=29), TLI (n=7) atividade sérica das enzimas alanina
aminotransferase (n=29) e fosfatase alcalina (n=29) estavam dentro do intervalo de
referéncia.

Dos 29 BF com prontuarios disponiveis, 17,24% (5/29) apresentaram
coproparasitolégico positivo para giardia, poréem foram submetidos a tratamento
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prévio a bidpsia até apresentarem novo coproparasitolégico sem evidéncias do
parasita. Em 69,00% dos prontuarios (20/29), havia a informagdo sobre exame de
ultrassonografia abdominal, das quais 85,00% (17/20) apresentavam espessamento
em colon, 35,30% (6/17) com CG, e 64,70% com CNG (11/17). Dentre os pacientes
CNG com espessamento de célon na ultrassonografia (n=11), 9,09% apresentaram
infiltrado neutrofilico (1/11); 9,09% infiltrado eosinofilico associado a neutrofilico
(1/11); 18,18% infiltrado linfoplasmocitico e 45,45% nao apresentavam nenhum
infiltrado inflamatério.

Dos 29 caes, para 13,80% foi encontrada informagao quanto a concentragao
sérica de cobalamina e folato (4/29). O unico animal que apresentou
hipocobalaminemia e hipofolatemia fora diagnosticado com CG e leite
granulomatosa; enquanto os outros apresentaram: dois CG e um colite eosinofilica e
neutrofilica.

Todos os caes receberam tratamento medicamentoso prévio a biépsia: 79,31%
(23/29) antibiodtico; 48,27% (14/29) cortisona (prednisona, prednisolona ou
budesonida); 41,37% vermifugos (12/29); 24,13% mesalazina (7/29); 17,24%
omeprazol (5/29) e 6,89% pancreatina (2/29). A dose, frequéncia e tempo de uso das
medicagdes ndo estava clara nos prontuarios. Todos os cées receberam mais de um
tratamento, sendo 37,9% (11/29) tanto cortisona quanto antibiético antes da coleta da
bidpsia.

Especificamente quanto a antibioticoterapia, em 17,24% (5/29) foi administrado
um antibiético prévio a bidpsia, 34,48% (10/29) dois, 31,03% (9/29)] trés e em 6,90%
(2/29) foram administrados quatro antibidticos, ndo necessariamente
simultaneamente. Em 6,90% dos prontuarios (2/29) nao havia informagbes sobre
antibioticoterapia prévia a biépsia. E em 13,80% dos animais nao foi utilizado nenhum
antibidtico (4/29). Dentre os grupos, 88,89% dos BF (8/9) com CG receberam
antibidticoterapia enquanto no CNG isso ocorreu em 75,00% (15/20) dos animais
(quadro 2).

Dentre os antibidticos prévios a biopsia, os mais prescritos foram o
metronidazol [72,41% (21/29)] e a enrofloxacina [31,03% (9/29)]. Além destes, foi
relatada a administracdo de sulfametoxazol com trimetoprim [10,34% (3/29)],
metronidazol com sulfametoxazol [41,37% (12/29)], metronidazol com espiramicina
[6,89% (2/29)], amoxicilina com clavulanato de potassio [6,89% (2/29)], doxiciclina
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[6,89% (2/29)], e tilosina [3,45% (1/29)]. Nao havia dados concretos sobre dose,
frequéncia ou tempo de administracdo.

De 34 caes, 58,82% (20/34) tinham cultura bacterianas e antibiograma de
fragmento de célon coletados no momento da biopsia, no Brasil. Destas 20 culturas
bacterianas, 85,00% resultaram em E.coli (17/20) e 41,18% sensiveis a enrofloxacino
(7/17). No entanto, 45,00% (9/20) dos animais eram positivos para CG, sendo sete
com crescimento de E.coli (quadro 4). Nenhuma amostra havia PCR bacteriano para
identificacdo da cepa da E.coli em enteroinvasiva.

Apos a bidpsia, os caes receberam diversas classes de medicagao: cortisona
[12/29 (41,38%)], antibidtico [18/29 (62,07%)], cortisona com antibiético associados
[9/29 (31,03%)] e ciclosporina [8/29 (27,59%)] (quadro 4). Todos os 9 pacientes
diagnosticados com CG receberam antibidticos apos a bidpsia, sendo estes:
enrofloxacino em 44,44% (4/9), sob dose de 10 mg/kg/dia por 90 dias; azitromicina
em 44,44%% (4/9) sob dose de 10 mg/kg/dia por 90 dias e sulfametoxazol +
trimetropim em 11,11% (1/9), sob a dose de 30 mg/kg/dia por 90 dias. Ja nos CNG
que receberam antibioticoterapia apds a biopsia (n=9), foram administrados:
enrofloxacino ou outras quinolonas em 77,78% (7/9) (sem informagao sobre dose e
periodo de administracao nos prontuarios); metronidazol 7,5 e 15 mg/kg/ cada 12
horas de 7 a 14 dias 11,11% (1/9) e amoxicilina + acido clavulanico 20 mg/kg/ cada
12 horas por 15 dias 11,11% (1/9).

Quanto a resposta terapéutica dos pacientes, 48,27% dos animais obtiveram
resposta completa ao tratamento (14/29), 24,14% resposta parcial (7/29), 17,24% nao
responderam ao tratamento (5/29) e 10,35% né&o retornaram em consulta (3/29).
Dentre os grupos diagnoésticos, nos pacientes com CG, 55,55% obtiveram resposta
completa ao tratamento instituido (5/9); 33,33% resposta parcial (3/9) e 11,11% nao
obtiveram resposta (1/9). No grupo CNG, 45,00% obtiveram resposta completa ao
tratamento instituido (9/20); 20,00% resposta parcial (4/20); 20,00% nao obteve
nenhuma resposta (4/20) e 15,00% n&o retornou ao atendimento, portanto ndo é
sabido desfecho final (3/20).

Apoés tratamento, do total, o desfecho em 55,17% (16/29) foi recidiva do quadro
de diarreia apds primeiro ciclo de tratamento; em 27,59% (8/29) foi manutencao da
estabilidade gastrointestinal. Dentre o grupo CG (N=9), 77,78% recidivaram (7/9),
22,22% estabilidade (2/9); 10,34% (3/29) nao retornaram; um paciente foi a ébito por
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questdes alheias ao trato gastrointestinal; e outro n&o havia terminado tratamento até
a coleta dos dados. No grupo CNG, 45,00% recidivaram (9/20), 30,00% estabilidade
(6/20), 20% nao possuiam informagéo no prontuério (4/20) e 5% 6bito (1/20).
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Figura 4: Distribuicdo da frequéncia da diarreia nos caes da raga buldogue francés,
classificada entre diaria (quando apresentada todos os dias) e intermitente (quando
apresentada com frequéncia variavel), de acordo com diagnostico de colite

granulomatosa ou ndo colite granulomatosa.
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Fonte: Pereira, A.R., (2024).

Figura 5- Cdélon de um cédo com colite granulomatosa associada a E. coli corado com hematoxilina e
eosina (H&E). A lamina prépria contém numerosos macrofagos com citoplasma abundante. O epitélio
superficial contém erosdes. Coloragao H&E, 400X.

Fonte: Pereira, A.R., (2024).
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Figura 6 - Colon de um cao com colite granulomatosa associada a E. coli. Em uma coloragao com acido
periddico de Schiff (PAS), o citoplasma dos macréfagos na lamina propria € magenta a roxo (PAS
positivo, setas). PAS, 400x.
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Fonte: Pereira, A.R., (2024).

Figura 7 - Colon de um cao com colite granulomatosa associada a E. coli. A imunohistoquimica para
E. coli mostrou raros bacilos intracitoplasmaticos em macréfagos imunomarcados em vermelho escuro
(setas). IHQ, 400X.
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Quadro 1 — Resultados do histopatolégicos realizado no Brasil com histopatolégicos realizado nos Estados Unidos.
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ID Diagnéstico final PAS Brasil Histopatolégico PAS coélon IHQ Histopatologico PAS ileo IHQ ileo Diagnéstico final
Brasil Estados Unidos Colon Estados Unidos (EUA)
(cdlon) (ileo)
CG Positivo CG discreta Positivo Positivo Ent NE discreta Negativo Negativo CG
2 Col/ IL LP Néo Célon normal Negativo Negativo Dilatagéo lacteal Negativo Negativo NI
realizado discreta
3 CG Positivo CG grave erosbes Positivo Positivo Ent NE discreta Negativo Negativo CG
CG Positivo Col EOS/NE Negativo Negativo Sem amostra X X Col EOS/NE
moderada
5 Col/ IL LP Negativo Col LP moderada Negativo Negativo Ent LP/NE discreta Negativo Negativo Col LP
erosdes
6 CG Positivo CG grave erosbes Positivo Positivo Ent Granulomatosa Positivo Positivo CG
discreta
7 CG Positivo CG grave erosbes Positivo Positivo Enterite Positivo Negativo CG
granulomatosa
moderada
8 Col/ IL LP Néo Célon normal Negativo Negativo Ent EOS/NE Focal Negativo Negativo Ent EOS/NE
realizado discreta
9 Col/ILLP e EOS Negativo Cdlon normal - 1 Negativo Negativo ileo normal Negativo Negativo NI
amostra adequada
10 | Col NE/LP/IL EOS/ LP Negativo Célon normal Negativo Negativo Ent. LP discreta Negativo Negativo EntLP
11 Col LP Negativo Célon normal Negativo Negativo Ent. EOS discreta Negativo Negativo Ent EOS
12 CG Positivo CG grave erosbes Positivo Positivo Ent LP/ NE discreta  Negativo Negativo CG
13 Col/ IL LP Negativo Col NE discreta e Negativo Negativo Ent NE discreta Negativo Negativo Col NE




14

15

16

17

18

19
20

21

22

23

24

25
26

CG

Col/ IL LP

Col/ IL LP

Col/ IL LP

Col EOS
piogranulomatosa
ILLP

Col/ IL LP

CG

CG

Col/ IL LP

Col/ IL LP

Col/ IL LP
Col/ IL LP

Positivo

Nao
realizado
Negativo

Nao
realizado

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo
Positivo
Nao
realizado

Negativo

Negativo

Negativo

Col LP discreta e
polipo hiperplasico

Coélon normal

Col LP discreta

Coélon normal

Col EOS discreta

Coélon normal

Coélon normal

CG grave erosbes
CG grave erosbes

Coélon normal

Discreta injuria
epitelial dilatacao
cripta
Col NEUT discreta
Col EOS discreta

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Negativo

Dilatacao lacteal
discreta
Ent. NE Discreta

Ent LP discreta

fleo normal

Dilatacao lacteal
discreta

Sem amostra

Dilatacao lacteal
discreta
fleo normal
Sem amostra
Ent. NEUT. Discreta
somente 1 amostra

fleo normal

Sem amostra
Ent EOS com
nematoddeos- ileo

descrito como colon

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

X

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

X

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

X

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

X

Negativo
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Col LP

Ent NE

Col LP

NI

Col EOS

NI
NI

CG

CG

Ent NE

NI

Col NE
Col EOS
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28

29

30

31

32
33

34

Col/ IL LP

Col/ IL LP
Col/ IL LP
CG

Col/ LP

CG
Col/ LP

Col/ LP

Negativo

Negativo
Negativo
Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Colite EOS /NEUT

moderada

CG
moderada/erosdes
CG e LP discreta
CG grave erosbes
CG e LP discreta

CG moderada
CG
moderada/erosdes
Col NEUT discreta

Negativo

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Edema lamina
propria e dilatacéo
lacteal discreta
fleo normal- somente
ponta da vilosidade
fleo normal
fleo normal
Ent. granulomatosa
discreta
fleo normal

fleo normal

Ent. LP/NE discreta

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
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Col EOS/ NE

CG
CG
CG
CG

CG
CG

Col NE

Legenda: ID= numero de identificagdo do animal; ECC = Escore condigao corporal; F = fémea; M = macho; Sempre = manifestagdes clinicas iniciadas
desde que tutores adquiriram animal; Ent = Enterite; Col = colite; IL= ileite; CG = colite granulomatosa; NE = neutrofilica; LP= linfoplasmocitico; NI =

auséncia de infiltrado inflamatério; EOS = eosinofilico; X = auséncia de dados; NR= nio realizado

FONTE: Pereira, A.R.C. (2024).
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Quadro 2: Média de idade dos animais e porcentagem de machos, fémeas e alteragdo fecal dos animais, separados de acordo com seus diagnosticos finais,
assim como valores finais de p, quando disponiveis.

Idade Sexo Fezes alteradas (%)**

Diagnostico [mediana (range)] Valor de p Macho (%) Fémea (%) Valor de p Diariamente Intermitente Valor de p
Total 27,00 - 76,47 23,53 - 65,52 34,48 -
CG (n=13) 16,31 . 76,92 23,08 y 88,89 11,11 ¥
CNG (n=21) 33,62 0,205 76.19 23.81 >0,999 28,57 71.43 0,004
LP (n=4) 48,50 50,00 50,00 75,00 25,00
NE(n=11) 29,27 - 90,91 9,09 - 50,00 50,00 -
NI (n=6) 33,67 66,67 33,33 50,00 50,00

Legenda: CG = colite granulomatosa; CNG = Nao colite granulomatosa; NE = neutrofilica; LP= linfoplasmocitico ; NI = auséncia de
infiltrado inflamatorio ; valor de p obtido por teste *Mann-Whitney, ¥exato de Fischer; - = analise estatistica inferencial ndo realizada;
** porcentagem calculada com base no n de animais com prontuarios disponiveis (CG = 9; CNG = 20).

FONTE: Pereira, A.R.C. (2024).
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Quadro 3 - Informagdes dos caes da raga buldogue francés com diarreia crénica e caracterizagdo das manifestagdes clinicas de acordo com o diagnostico das

biopsias intestinais.

Idade Idadg inic_io . Muco ou AumerJto _da Urgéncia Frequéncia Diag_n()stico Diag_n()stico
ID Sexo ECC dadiarreia Emese Dor sangue frequéncia para - . final final
(meses) = da diarreia . .

(meses) nas fezes defecagcdo defecar (ileo) (cdlon)

1 10 F 5 Sempre Nao Sim Sim Sim Sim Diaria Ent NE CG

2 72 M X Sempre Sim  Sim Nao X X Intermitente NI NI

3 24 M 3 Sempre Nao Sim Sim Sim Sim Diaria Ent NE CG

4 48 M X Sempre Sim  Sim Sim X X X Sem amostra Col EOS/ NE

5 96 M 4 Sempre Sim  Sim Sim Sim Sim Intermitente NI CG

6 18 M 3 Sempre Sim  Sim Sim Sim Sim Diaria EG CGelP

7 18 M X Sempre Nao  Sim Sim Sim Sim Diaria Ent EOS/NE Col LP

8 24 M X 24 Sim  Sim Sim Sim Sim Diéria EG CG

9 7 M 5 Sempre Nao Nzo Sim Sim Sim Diaria EG CG

10 12 F 3 Sempre Sim  Sim Sim Sim Sim Diaria Ent EOS/NE NI

11 12 F X Sempre Nao Sim Sim Sim Sim Diaria NI NI

12 12 M 4 Sempre Sim  Sim Sim Sim Nao Intermitente Ent LP NI

13 24 M 2 Sempre Sim  Nao Sim Sim Sim Intermitente  Ent EOS NI

14| 48 M 4 Sempre Ndo Nao Sim Sim X Diéria Ent NE/ LP CG

15 49 M X 48 Sim  Sim Sim Sim Sim Diaria Ent NE Col NE

16 38 F 2 36 Sim  Nao Sim Sim Sim Diaria NI Col LP

17 12 F 4 Sempre Nao  Sim Sim Nao Nao Diaria Ent NE NI

18 7 M X Sempre Sim  Sim Sim Sim Sim Diaria Ent LP Col LP

19 21 F 5 Sempre Sim  Nao Sim Sim Nao Intermitente NI NI

20| 84 M 4 72 Sim  Sim Sim Sim Sim  Intermitente NI Col EOS

21 24 M 5 Sempre Sim  Sim Sim Sim Sim Diaria Sem amostra NI

22 12 F 4 Sempre Nao  Sim Sim Sim Sim Diaria NI NI




23
24
25
26
27
28
29
30

31

32
33
34

12
6
48
6
65
28
24
7

15

8
12
15

=T =TT 2 =N

X X X X X H w X wouops>p

Sempre
Sempre
47
Sempre
48
Sempre
Sempre

X X X X

Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim

X X X X X

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

X X X X X

Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim

X X X X X

Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim

X X X X X

Diaria NI
Diaria NI
Intermitente  Sem amostra
Intermitente Ent NE
Intermitente NI
Diaria Sem amostra
Diaria NI
X Ent LP
Ent EOS +
nematddeos
X NI
X NI
X NI

CG

CG

CG

NI

NI
Col NE

CG
Col NE
Col EOS

Col EOS/NE
CG
CG/LP
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Legenda: ID= numero de identificagdo do animal; ECC = Escore condigao corporal; F = fémea; M = macho; Sempre = manifesta¢des clinicas iniciadas desde
que tutores adquiriram animal; Ent = Enterite; Col = colite; IL= ileite; CG = colite granulomatosa; NE = neutrofilica; LP= linfoplasmocitico; NI = auséncia de
infiltrado inflamatério; EOS = eosinofilico; X = auséncia de dados; NR = ndo realizado; sens= sensivel ; E.coli = Escherichia coli; Amoxi = Amoxicilina; Metro

= metronidazol; s/n= sim ou nédo; EG = Enterite granulomatosa

FONTE: Pereira, A.R.C. (2024).




Quadro 4 - Dados de tratamento, desfecho e resultado de cultura de biopsia intestinal dos buldogues franceses de acordo com diagnostico final.

Antipi_ético o ] Trata’mento ] Resposta ao
prévio a Culturae Antibiético pés pos - Tratamento poés -
ID bidpsia antibiograma Diagnéstico final bidpsia Prednisona ciclosporina tratamento
1 Sim ECS CG Quinolona Nao Nao RC
2 X ECR NI X Sim Sim RC
3 Sim ECR CG Azitromicina Nao Nao RP
4 X ECR Col EOS/NE Azitromicina Nao Nao RC
5 Sim N&o realizada COL LP Quinolona Sim Nao NR
6 Sim ECR CG Quinolona Nao Nao NR
7 Sim ECS CG Quinolona Nao Nao RP
8 Sim N&o realizada Ent EOS/NE X Sim Nao N&o retornou
9 Sim ECR NI Quinolona Sim Nao RC
10 Sim ECR Ent LP Quinolona Nao Nao NR
11 Sim N&o realizada Ent EOS X Sim Nao RP
12 Nao ECS CG Quinolona Nao Nao RC
13 Nao ECR Col NE Amoxicilina Sim Sim RP
14 Sim ECR Col LP Quinolona Sim Sim RC
15 Sim ECS Ent NE X Sim Sim RP
16 Sim ECR Col LP Quinolona Sim Sim RC
17 Sim N&o realizada NI X Sim Sim N&o retornou
18 Sim ECS Col EOS X Sim Sim RP
19 X N&o realizada NI X Sim Nao RC
20 Nao N&o realizada NI X Sim Sim RC
21 Sim ECS CG Sulfa Nao Nao RC
22 Sim ECS CG Quinolona Nao Nao RP
23 Sim N&o realizada Ent NE X Sim Nao RC
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24
25
26
27
28
29

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

SIM
N&o realizada
SIM
N&o realizada
Outras bact
Outras bact

NI
Col NE
Col EOS
Col EOS/ NE
CG
CG

Quinolona
Quinolona
X
X
Amoxicilina
Azitromicina

Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim

Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
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NR
NR
NAO RETORNOU
RC
RC
RC

Legenda: ID= numero de identificagdo do animal; Ent = Enterite; Col = colite; IL= ileite; CG = colite granulomatosa; NE = neutrofilica; LP= linfoplasmocitico; NI

= auséncia de infiltrado inflamatério; EOS = eosinofilico; X = auséncia de dados; NR = néo realizado; E.coli = Escherichia coli;
enrofloxacino; ECR = E.coli resistente a enrofloxacino; bact = bactérias

FONTE: Pereira, A.R.C. (2024).

ECS = E. coli sensivel a
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6. DISCUSSAO

No presente estudo os BF com diarreia crénica e CG apresentaram diarreia
diaria como manifestacdo clinica mais frequente. Nenhuma manifestagdo clinica
permite a diferenciacdo entre CG e CNG em BF, mas diarreias de intestino grosso
com manifestagéo diaria podem ser mais sugestivas de CG nessa raga do que CNG.

A populacdo de BF vem crescendo exponencialmente no mundo, sendo
considerada a raga que mais cresce em numero de individuos em alguns paises,
como no Reino Unido (NEILL et al., 2018). Assim, doengas de alta predisposigéo na
raca, com manifestagdes clinicas graves como as EC e, mais especificamente, a CG,
se tornam cada vez mais frequentes.

Na literatura nao foram encontrados estudos que compararam as
caracteristicas dos pacientes BF com versus sem colite granulomatosa. O numero de
animais avaliados nesses estudos variou de 29 a 34, sendo assim, apesar do carater
retrospectivo da pesquisa aqui em questao, similar a dos trabalhos ja publicados, essa
foi a que apresentou o maior n de BF, inclusive o maior de BF com CG.

A caracteristica clinica dos pacientes deste estudo € similar a dos demais
estudos com BF e CG. A idade média dos caes com CG (1,3 ano) foi semelhante ao
encontrado por Manchester et al. (2021), a qual foi 1,2 ano. Ja em uma série de cinco
casos relatados de CG, a média de idade foi maior (2,3 anos) porém dois caes
apresentavam idade menor que um ano, um tinha 2 anos, um com 3 anos e um com
5 anos, porém apresentava diarreia desde 2 anos (COCHRAN et al., 2021). O mesmo
ocorre na maioria dos casos relatados de CG em boxers, BF e outras ragas, todos em
animais jovens de até 5 anos de idade (INGRID VAN DER GAAG; JIK VAN
TOORENBURG, 1978; MANCHESTER et al., 2013a; TANAKA; NAKAYAMA;
TAKASE, 2003).

Como entre os grupos CNG e CG nao houve diferenga na proporgédo sexual,
pode-se inferir que nao ha predisposi¢cao sexual da CG em BF. O que se pode notar
€ que nos dois grupos havia mais machos do que fémeas, o que levanta a hipotese
de que machos da raca BF poderiam ser mais predispostos a quadros de diarreia
cronica com caracteristica de intestino grosso. Entretanto, no estudo de COCHRAN
(2021), os cinco pacientes relatados com CG eram fémeas. Ja no estudo de
Manchester et al., sobre tratamento da CG de acordo com susceptibilidade a
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antimicrobianos, no grupo de boxers com CG, a predisposi¢do de machos (12 machos
e oito fémeas), enquanto entre os BF foi igual o numero de machos e fémeas (dois
machos e duas fémeas) (MANCHESTER et al., 2021).

Dessa forma, sexo e idade n&do auxiliam no raciocinio diagnostico nos quadros
de diarreia cronica entre BF. Nesse estudo pode-se observar que diferenciar CG das
CNG por meio das manifestagdes clinicas também € pouco provavel, exceto pela
diarreia de frequéncia diaria, mais frequente nas CG do que as intermitentes, mais
presentes nas CNG. A principal manifestagao clinica do estudo, utilizada como critério
de inclusao, foi a diarreia crbnica de intestino grosso.

Dentre os 13 pacientes com CG, somente trés animais apresentaram alteracao
histiocitica em ileo, concomitante ao colon. Raramente sao descritas as avaliagbes
histopatoldgicas das amostras de ileo dos pacientes com CG na literatura, a grande
maioria descrevendo somente os achados de c6lon (CONRADO et al., 2022; INGRID
VAN DER GAAG; JIK VAN TOORENBURG, 1978; LUCENA; NOVALES; GINEL,
2017; TANAKA; NAKAYAMA; TAKASE, 2003). No entanto, dois outros estudos
relataram a presenga da ECEI no ileo, um com seis caes, da raga boxer (CASSMANN
et al., 2016) e outro com quatro boxers e um BF (COCHRAN et al., 2021), todos
concomitantes ao infiltrado histiocitico do colon. No estudo de Cochran, a gravidade
dos casos clinicos e a presenca de infiltrado histiocitico em todos os animais nao foi
relacionada. Em nosso estudo, um dos pacientes ndo obtivemos acesso ao prontuario,
os dois demais apresentaram recidiva apds o tratamento e baixa resposta terapéutica
referida no prontuario.

Ainda ndo é claro o porqué somente alguns pacientes apresentam infiltrado
histiocitico no ileo. Alguns autores associam a CG a doenga de Chron em humanos,
onde a presencga da ECEI no ileo de pacientes pediatricos pode ser um fator agravante
da doenca em adultos (PALMELA et al, 2018). Em um estudo de 2011 foi
demonstrado que as cepas da E.coli de boxers com CG sao similares as encontradas
no ileo de pacientes humanos com doenga de Chron (MARTINEZ-MEDINA et al.,
2011). Sendo assim, considerando a causa da ileite granulomatosa a ECEI, o
envolvimento do ileo pode ser o sinal da evolugdo do quadro infeccioso, com
progressdo da ECEIl. Porém mais estudos sdo necessarios para elucidar o
envolvimento do ileo em BF com CG e EG.
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Para os quadros de EC, a mensuragcdo da concentracdo seérica de folato e
cobalamina é util na determinacédo de prognéstico (HEILMANN; STEINER, 2018),
porém nao foram investigadas como possibilidade de auxilio no diagnoéstico. Nas
avaliagcbes dos prontuarios dos BF, como somente quatro caes apresentaram
dosagem de cobalamina e folato, ndo foi possivel investigar se seriam possiveis
marcadores na diferenciacdo de CG dentre os quadros de diarreia crénica. A
cobalamina é exclusivamente absorvida no ileo, por receptores locais que internalizam
a juncao cobalamina-fator intrinseco (HEILMANN; STEINER, 2018). Ela pode estar
reduzida, dentre outras situagdes, em caso de alteragbes no trato gastrointestinal
como EC, disbiose, e insuficiéncia pancreatica exdcrina, e sua reducédo sérica é
considerada como fator progndstico negativo em caes (HEILMANN; STEINER, 2018).
No entanto, a normocobalaminemia ndo descarta diagnéstico de EC (HEILMANN;
STEINER, 2018). Ja o folato & absorvido no duodeno e jejuno proximal, por
carreadores locais, e a inflamagéo nestes segmentos pode levar a redugéo sérica do
folato (HEILMANN; STEINER, 2018).

Em um relato de cinco casos de CG, nenhum apresentou cobalamina ou folato
fora do intervalo de referéncia, e todos os cinco casos apresentavam ileite
granulomatosa grave (COCHRAN et al., 2021). Sendo assim, sdo necessarios mais
estudos, com maior numero de animais com mensuragdes destes nutrientes,
comparando CG e CNG, para avaliar se podem ser uteis como biomarcadores nos
quadros de CG, talvez especificamente para mostrar comprometimento ileal.

Outra ferramenta utilizada na rotina clinica nos quadros de diarreia crénica é a
ultrassonografia. Apesar de nas EC a ultrassonografia abdominal n&o ser
determinante para o diagnostico, e sua relevancia ser questionavel em caes com
diarreia crénica (LEIB et al., 2012), um estudo recente realizou avaliagao
ultrassonografica contrastada de um paciente com CG, o qual apresentou
espessamento grave de todo colon, com perda de estratificacdo parietal discreta e
mucosa hiperecogénica (CORDELLA et al., 2021). Neste mesmo relato, também
foram observados nodulos hipoecogénicos heterogéneos em toda mucosa coldnica,
provavelmente representando granulomas classicos da CG, o que nao havia sido
descrito previamente pelo método de ultrassonografia tradicional. Sendo assim,
possivelmente a ultrassonografia simples pode ndo ser um método de diagnostico

acurado nem determinante para diagndstico da CG, mas, possivelmente, novos
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estudos prospectivos com ultrassonografia contrastada podem auxiliar no diagnéstico
final dos BF com diarreia crénica. No estudo em questdo, nenhum paciente fora
submetido a US contrastada pois esse ndo € um método comum na rotina clinica.

Além dos exames realizados previamente, foram avaliadas as medicacdes
administradas anteriores a biopsia dos pacientes. Os antibidéticos foram os mais
administrados, com 23 dos 29 animais recebendo antibioticoterapia antes de realizar
a coleta da bidpsia. Os antibiéticos sao frequentemente prescritos para tratamento de
diarreias agudas e cronicas, no entanto, seu uso tem sido fortemente desencorajado,
nao so por causarem resisténcia bacteriana em casos de suspeita de CG em boxers
e BF, mas também em outras ragas, por causarem disbiose, que pode persistir por
semanas, levando a novos quadros de diarreia (GALLER et al, 2022
SUCHODOLSKI, 2022). No presente estudo, apenas 10,3% dos buldogues franceses
com diarreia crénica ndo passaram por antibioticoterapia prévia a biopsia. Os demais
receberam de um a quatro antibidticos antes da coleta do histopatolégico, o que pode
reduzir a eficacia do diagnostico histopatolégico, por potencialmente reduzir a
concentragc&do bacteriana no colon, nos casos de CG, e assim negativar o exame
destes animais, além de aumentar a resisténcia bacteriana nos positivos para CG,
piorando o prognostico destes pacientes.

Houve uma ampla variedade de classes de antibiéticos administrados, dentre
elas as quinolonas, administrada em 31% dos caes. Esta que € hoje a principal
indicacao de tratamento das CG (MANCHESTER et al.,, 2013). A resisténcia a
enrofloxacino é descrita em cées com CG desde 2009 (MACDONOUGH; SIMPSON,
2009; MANSFIELD et al., 2009; CRAVEN et al.,, 2010; MUELLER; OLIVRY;
PRELAUD, 2016). Em estudo de 2010, foi evidenciado que 50% dos boxers com CG
tinham resisténcia antibiética a fluoroquinolonas. Nesse mesmo estudo, a resisténcia
foi associada ao uso prévio de enrofloxacino em 10 dos 14 animais do estudo
(CRAVEN et al., 2010).

Ja nas avaliagdes histologicas, muitas divergéncias entre as conclusdes
diagndsticas americanas e brasileiras foram notadas, com consequéncias importantes
sob o protocolo terapéutico e progndstico dos pacientes. Vale destacar que foi
utilizado como padrao a diretriz consensual WSAVA (DAY et al., 2008) e atualizagdes
(ALLENSPACH et al., 2019; JERGENS et al., 2014). A variabilidade interobservadores
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€ amplamente descrita na medicina humana e veterinaria, principalmente na area da
oncologia (LALIBERTE et al., 2022; REGAN et al., 2015).

No estudo em questdo, algumas possibilidades podem ser levantadas como
causas da variabilidade interobservadores: 1- a coloragdo de PAS ter sido realizada
em todas as amostras nos EUA bem como sua associacdo a IHQ. Antes de estar
disponivel a técnica de FISH ou IHQ, o PAS era a unica técnica utilizada para
diagnéstico dos caes com suspeita de CG (INGRID VAN DER GAAG; JIK VAN
TOORENBURG, 1978; VAN KRUININGEN, 1975; VAN KRUININGEN et al., 1965).
No Brasil, esta técnica é, até hoje, a unica forma de diagnostico final para CG nos
animais com esta suspeita diagndstica. 2- Analises histologicas realizadas de acordo
com consenso de avaliagao histopatoldgica e sua atualizagao (WSAVA et al., 2010;
ALLENSPACH et al., 2019), sem a certeza de isso ter sido realizado dessa forma
pelos veterinarios Brasileiros; 3- a experiéncia do patologista, que é confirmada pela
certificacdo do ACVP, e a experiéncia em avaliacdo de analises de bidpsias
endoscopicas gastrointestinais, além da familiaridade com os consensos. Outro ponto,
nao descrito anteriormente na literatura, também devem ser considerado, o
aprofundamento do corte histolégico e a probabilidade maior ou menor de
identificagdo de macrofagos PAS positivos. Os autores acreditam que em casos
suspeitos em que as coloragdes sejam negativas, o mais indicado seja solicitar que
cortes histologicos mais profundos na parafina sejam realizados, com objetivo de
visualizar regides mais profundas das vilosidades intestinais.

Além disso, alguns artefatos foram descritos como determinantes pelo
patologista veterinario para descarte das amostras de pelo menos trés BF,
compulsério para reemblocar e refazer as laminas de todos os pacientes para leitura:
fragmentos de tecidos aglutinados na parafina, com artefato de coleta como
esmagamento pela pinga, erros de identificagdo das amostras, numero insuficiente de
fragmentos por segmento e amostras superficiais. A realizagdo do emblocamento dos
fragmentos no padrao do laboratério GILAB n&o € descrito em nenhuma literatura, no
entanto, parece facilitar a leitura da lamina histolégica em todas as coloragdes e
poderia reduzir o risco de erros por melhorar a visualizagdo individual dos fragmentos.

Muitos sao os fatores que interferem no diagnéstico histologico dos BF, como
o uso de antibidticos e cortisona prévios a biopsia, erros na coleta da bidpsia
endoscopica, erros no momento da realizacdo dos blocos de parafina, das laminas e
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até mesmo na leitura das mesmas. Dentre as mudangas de diagndstico
histopatol6gico, houve cades em que n&o foi observado infiltrado inflamatorio em
guantidade suficiente na nova avaliagao das biopsias para classifica-los como animais
sob inflamagdo. Todos esses seis pacientes tiveram diagnostico prévio de LP. Trés
cades receberam terapia imunomoduladora com prednisona ou outros
imunossupressores, associados a dieta hipoalergénica e/ou suplementagao de fibra
previamente a bidpsia. A imunossupressao pode alterar o resultado minimizando o
infiltrado inflamatoério (ALLENSPACH et al., 2007; ALLENSPACH; MOCHEL, 2022).
Desses seis pacientes, quatro obtiveram resposta completa ao tratamento, o que
levanta a hipotese de que eram pacientes com diarreia crénica idiopatica de intestino
grosso.

Diarreia idiopatica de intestino grosso € caracterizada por manifestagdes
gastrointestinais por mais de 3 semanas, sem uma causa definida, com minimos
achados na colonoscopia e sem marcadores de inflamacdo na avaliagcédo
histopatoldgica do colon (LECOINDRE; GASCHEN, 2011; ROSSI et al., 2020). Em
um estudo com 37 caes com suspeita de sindrome do intestino irritavel, todos
responderam positivamente ao tratamento com dieta de alta digestibilidade e
suplementagao de psyllium, uma fonte de fibra soltuvel (LEIB, 2000). Fibras soluveis
tem alta capacidade de retencado hidrica e formam gel no colon. A fermentagao de
fibras pelas bactérias pode melhorar o ambiente intestinal por produzir acidos graxos
de cadeia curta como butirato que é fonte de energia para os colondcitos (LEIB, 2000).
Outros autores (ROSSI et al., 2020) também relataram a mesma resposta terapéutica
a fibras, e propuseram uma classificacdo de diarreia responsiva a fibra, a qual
possivelmente dois dos pacientes relatados neste grupo de seis BF, sem infiltrado
inflamatdério, se enquadraram.

Outro manejo dietético em pacientes com diarreia crénica é a alimentagao
hipoalergénica, que é parte da triagem e do tratamento do paciente com enteropatia
cronica, pois até 62% dos animais com manifestacdes clinicas de émese e diarreia
cronicos respondem a dieta hipoalergénica (BRESCIANI et al., 2018; KAWANO et al.,
2016; PEREIRA, 2022; SICHERER; SAMPSON, 2010). No entanto, neste estudo,
deve-se considerar um viés de sele¢cao dos animais, pois foram selecionados caes
com amostras de bidpsia de célon disponiveis. Ou seja, neste estudo, ndo é possivel
avaliar a resposta terapéutica dos caes BF a dieta hipoalergénica, visto que os animais
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selecionados nao responderam a dieta, ou responderam parcialmente, e por isso
foram submetidos a biopsia.

Manejo dietético € de suma importancia para tratamento dos cdes com diarreia
cronica, seja com dieta hipoalergénica ou dietas com fibras soluveis adicionadas a
dietas de alta digestibilidade (ALVES; JORGE; SANTOS, 2022; FRITSCH et al., 2022;
LEIB, 2000; ROSSI et al., 2020; SICHERER; SAMPSON, 2010; TOLBERT et al.,
2022). Pela natureza retrospectiva deste estudo nao foi possivel a prescricao da
mesma dieta a todos os pacientes ou a padronizagdo de sequéncia de investigagao
dietética: alimento hipoalergénico seguido do acréscimo de fibras. Em estudos
prospectivos futuros, a eficacia da dieta hipoalergénica, seguida do aumento de fibra
alimentar, para tratamento dos cdes BF com diarreia cronica deveriam ser investigada
pois na literatura ha a suspeita de que os pacientes com diarreia crénica de intestino
grosso, sem infiltrado inflamatério no intestino, podem ser os animais que
responderiam especificamente ao aumento de fibra alimentar.

Sobre as culturas e antibiogramas, atualmente, a recomendagéo para pacientes com
suspeita de CG é a realizagédo da coleta de cultura e antibiograma de fragmento de
ileo e colon no momento do diagndstico, durante a colonoscopia, além das amostras
para histopatolégico e IHQ, prévios a utilizagao de qualquer antibiético, com objetivo
de otimizar o diagndéstico e melhorar o prognéstico do paciente (CRAVEN et al., 2010;
LUCENA; NOVALES; GINEL, 2017; MANCHESTER et al.,, 2021; MERINO-
GUTIERREZ; PUIG; FEO-BERNABE, 2022) , como foi realizado em 58,8% dos caes
do estudo. Dos 10 animais que obtiveram cultura resistente a enrofloxacino, somente
trés ndo haviam tomado nenhum antibiético, no entanto nenhum dos pacientes
apresentou infiltrado histiocitico. Um dos possiveis motivos para ocorréncia de
resisténcia a antibidticos € o uso prévio desses medicamentos.

Valido ressaltar que a espécie de E.coli detectada nas culturas n&o foi
adequadamente identificada como ECEI por PCR (CONTE et al., 2006; LEE et al.,
2019; MANCHESTER et al., 2021), pois este exame n&o esta disponivel no Brasil e
nao é possivel realizar a identificagdo do microrganismo em amostras ja parafinadas.
A identificacdo da ECEIl muda o contexto da resisténcia bacteriana pois inutiliza as
culturas bacterianas de E. coli que nao forem positivas para ECEI, assim como o
diagnostico final do paciente, pois caes com CNG nao serdo tratados para E. coli

positiva na cultura.
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Os caes receberam corticoterapia e outros imunossupressores como
ciclosporina, de acordo com resultado da biopsia obtida a época. Dentre CG e CNG,
somente 48% responderam completamente ao tratamento proposto, e ainda assim,
destes, somente oito ndo recidivaram as manifestagcdes clinicas. A baixa resposta
terapéutica dos BF com diarreia crénica associada a EC n&o é relatada na literatura.
Mas sabe-se que o uso de medicacbes como antibioticoterapia empirica e
corticoterapia prévios a biopsia reduzem a resposta terapéutica e o prognostico dos
animais (ALLENSPACH; CULVERWELL; CHAN, 2016). Entretanto, nos dados
analisados dos BF incluidos no estudo pode-se observar que de todos os cdes com
CG que receberam medicagao prévia, somente um nao apresentou resposta ao
tratamento instituidos apos a biopsia e dois apresentaram resposta parcial.

Apos o término do tratamento, embora ndo tenha uma indicagao consensual, €
indicada a repeticdo da colonoscopia, bidpsia e cultura e antibiograma nos pacientes
positivos para CG (COCHRAN et al.,, 2021; CONRADO et al., 2022; LUCENA;
NOVALES; GINEL, 2017; MANCHESTER et al., 2013, 2021; SIMPSON et al., 2006).
Assim, poderia -ser determinada a eliminagdo da ECEI na mucosa do célon e/ou ileo
antes de finalizar a antibioticoterapia (MANCHESTER et al., 2021). No entanto, é
valido ressaltar que alguns autores acreditam que muitos animais permanecem
positivos na coloracédo de PAS por meses, mesmo assintomaticos, e ainda nio é claro
o motivo (CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011). Em estudos prospectivos
futuros, colonoscopias controle parecem ser indicadas para determinar a eliminagao
da ECEIl e o término do tratamento da CG.

Nas avaliagdes histoldgicas, houve concordancia em 92,8% das amostras
positivas em IHQ e PAS de cdlon, sendo somente um paciente negativo em PAS com
IHQ positiva. Tal fato possivelmente ocorreu devido erosao epitelial visualizada no
histopatoldgico, e invasao de bactérias E.coli, positivando a IHQ. Neste paciente nao
foi possivel identificar alteragao histiocitica no histopatologico, descaracterizando-o
como CG. A IHQ é uma técnica altamente sensivel a presenga da E.coli, no entanto
nao é especifica para o diagndstico da CG (ISHII et al., 2022). Sendo assim, sugere-
se que o diagnostico final de CG seja realizado com associagao da avaliagao do PAS
e IHQ, com caracterizagao do tecido pela avaliagao histopatologica.

O carater retrospectivo desse estudo gera diversas limitagdes, como a
auséncia de dados nos prontuarios necessaria para o calculo do indice de atividade
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das enteropatias (CCECAI). O CCECAI é um escore clinico que envolve os
parametros frequéncia dos episodios de diarreia, perda de peso, atividade do
paciente, apetite, frequéncia de émese, prurido, ascite, albumina sérica e consisténcia
fecal. E importante para determinar a gravidade do quadro no momento do
atendimento e a evolug&o do paciente frente a terapéutica e o prognostico do paciente
com EC (ALLENSPACH et al., 2007). Outros dados como escore fecal, indice de
disbiose, cobalamina e folato, e cortisol basal também n&o estavam disponiveis em
todos os prontuarios dos pacientes. A falta de padronizagao dos tratamentos e das
avaliagdes clinicas também é fator limitante para analise dos dados.

Além disso, o baixo numero de animais limitou a melhor analise dos dados. No
entanto, os estudos publicados a respeito de CG em BF estao limitados a relatos de
caso de um animal (CONRADO et al., 2022; CORDELLA et al., 2021; INGRID VAN
DER GAAG; JIK VAN TOORENBURG, 1978; MERINO-GUTIERREZ; PUIG; FEO-
BERNABE, 2022; TANAKA; NAKAYAMA; TAKASE, 2003), séries de casos de dois
(LUCENA; NOVALES; GINEL, 2017), seis (MANCHESTER et al., 2013), e 11 animais,
sendo 9 BF e 2 dois boxers (NOLTE et al., 2017). Sendo assim, ao todo, na literatura
foram encontrados apenas 23 casos de BF relatados em diferentes estudos. Dessa
forma, com 13 BF com CG e 21 sem CG, apesar das limitacdes, este € o estudo com
mais dados sobre EC especificamente na raca, com analises comparativas.
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7. CONCLUSOES

Com base no levantamento de dados retrospectivo aqui realizado, pode-se
concluir que nenhuma manifestacao clinica permite a diferenciacédo entre CG e CNG
em BF, mas diarreias de intestino grosso com manifestagdo diaria podem ser mais
sugestivas de CG nessa raga do que CNG. Para diagnéstico das CG em BF sao
necessarias bidpsias de célon, com a associagao dos achados de coloragao de HE,
PAS e IHQ.
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