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ERLIQUIOSE MONOC}[TICA CANINA SUBCLiNICA, NATURALMENTE
ADQUIRIDA - DIAGNOSTICO, ASPECTOS CLINICO-LABORATORIAIS,
ENVOLVIMENTO RENAL E EVOLUCAO COM O TRATAMENTO

RESUMO - A erliquiose canina é uma doenca causada pela bactéria Gram-negativa
Ehrlichia canis transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus. A enfermidade
€ endémica em muitas regides do mundo e motivo de investigagdo cientifica em
muitos paises. Independentemente dos muitos avancos sobre a patogénese e o
diagndstico da doencga existem poucos conhecimentos sobre 0 acometimento renal.
O presente estudo teve por escopo caracterizar a condicdo clinico-laboratorial, com
enfoque na funcdo renal, de cdes com erliquiose monocitica canina (EMC)
naturalmente adquirida, associada ou ndo a babesiose, ambas em fase subclinica,
antes, durante e apos tratamento convencional. Foram avaliados 30 cées adultos,
sem distincdo de sexo ou de raca, atendidos no Hospital Veterinario - Unesp —
campus de Jaboticabal. Os animais foram distribuidos em 3 grupos — cdes normais
(GN; n=5), cdes com erliquiose subclinica (GE; n=15) e cdes com erliquiose e
babesiose subclinicas (GEB; n=10). O diagnéstico de EMC foi feito com base nos
achados hematologicos, testes de sorologia e PCR. Os achados das avaliacbes de
funcdo renal sugerem fortemente que cdes com EMC subclinica, com ou sem
coinfeccdo por Babesia vogeli, apresentam glomerulopatia de curso insidioso.
Assim, pode ser sugerido que em areas endémicas para estas doencas, as
avaliacdes de rotina incluam contagem de plaquetas e teste sorologico rapido dot-
ELISA para diagnostico de erliquiose para caes com historico de parasitismo por
carrapatos. Intervencgdes precoces poderdo prevenir 0s casos, tAo comuns em nosso
meio, de erliquiose crénica diagnosticada somente quando a insuficiéncia renal
cronica se manifesta.

Palavras chave: cdaes, Ehrlichia canis, funcdo renal, proteindria, excrecéo

fracionada.



Xiii
SUBCLINICAL CANINE MONOCYTIC EHRLICHIOSIS, NATURALLY ACQUIRED -
DIAGNOSIS, CLINICAL AND LABORATORY ASPECTS, RENAL INVOLVEMENT
AND EVOLUTION WITH TREATMENT
ABSTRACT - The canine ehrlichiosis is a disease caused by the Gram-negative
bacterium Ehrlichia canis transmitted by the tick Rhipicephalus sanguineus. The
disease, endemic in many regions of the world, is an issue of scientific research in
many countries. Regardless of many advances in studies on the pathogenesis and
diagnosis of the disease, there are few knowledges about the renal involvement. The
present study aimed to characterize the clinical and laboratory condition, focusing on
renal function in dogs with canine naturally acquired monocytic ehrlichiosis (CME)
associated or not with babesiosis in the subclinical phase, before, during, and after
conventional treatment. For this purpose, it were evaluated 30 adult dogs, with no
gender or breed distinction, selected at the Veterinary Hospital — Unesp — campus
Jaboticabal. The animals were distributed in three groups — normal dogs (GN; n=5),
dogs with subclinical ehrlichiosis (GE; n=15) and dogs with subclinical ehrlichiosis
and babesiosis (GEB, n =10). The CME diagnosis was made based on hematologic
findings, serologycal and PCR techniques. Renal function findings strongly suggest
that dogs with subclinical CME, associated or not to Babesia vogeli coinfection,
develop insidious glomerulopathy. Results suggest that in endemic areas for these
diseases, the routine assessments including platelet count and quick serologycal test
dot- ELISA are reliable for the diagnosis of canine ehrlichiosis for dogs with a history
of parasitism by ticks. Early intervention may prevent cases, SO common in our
region, of chronic ehrlichiosis diagnosed only when chronic renal failure is
manifested.
Key words: dogs, Ehrlichia canis, renal function, proteinuria, fractional

excretion.
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1. INTRODUCAO

A Ehrlichia canis (E. canis), bactéria Gram-negativa intracelular obrigatoria, é
considerada um patégeno de distribuicdo mundial, endémico nas areas urbanas,
principalmente em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, a regidao sudeste figura
entre as com maior niumero de céaes infectados e, por conseguinte, o patdbgeno vem
sendo alvo de vérios estudos.

A erliquiose monocitica canina, como é conhecida a doenca infectocontagiosa
causada pela E. canis, pode acometer animais de todas as idades, independente de
sexo ou raca. A doenca se desenvolve apés transmissao da E. canis pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus.

O ciclo de vida do agente nos caes acometidos ocorre no citoplasma de
células da medula 6ssea, predominantemente mondcitos e macrofagos, com periodo
de incubacao variando entre oito e vinte dias, apds o qual aparecem 0s sinais que
caracterizam a fase aguda da doenca. Se nédo houver eliminacado do agente, podem
se seguir as fases subclinica e crénica.

O diagnéstico clinico da erliquiose monocitica canina é feito com base no
historico e nos resultados do exame fisico e hematologico. A confirmacao
laboratorial pode ser feita por meio de testes soroldgicos, incluindo a Reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o dot-ELISA. J& o diagndstico etioldgico é feito
pela deteccdo do DNA do agente por meio da Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR).

Classicamente, sdo descritas diversas manifestacdes clinicas e laboratoriais
gue caracterizam a erliquiose canina. Entretanto, a patogenia ainda nao é
plenamente conhecida, principalmente no que se refere as lesdes renais. Alguns
animais infectados pela E. canis apresentam glomerulopatia, teoricamente,
relacionada a deposicdo de imunocomplexos. Relata-se a ocorréncia de proteindria
ao longo do curso da enfermidade, mas ndo ha informacdes sobre o possivel
envolvimento do componente tubulo-intersticial.

Na pratica clinica, em nosso meio, sdo muito frequentes os casos de caes
com glomerulopatia que j& se encontram com insuficiéncia renal cronica. As

investigacdes sobre os possiveis fatores causais, muitas vezes, apontam para a



erliquiose monocitica canina e, mesmo que sejam instituidos os cuidados e
tratamentos visando a doenca de base, a condic&o de insuficiente renal crénico nédo
pode ser revertida. Considerando o fato de que o diagnostico precoce de lesé&o renal
€ determinante para a implementacdo de tratamento para impedir ou retardar a
progressdo da doenca, justificam-se os estudos que possam ampliar o nimero de
informacdes sobre a patogenia e os sinais clinicos e laboratoriais que caracterizem a
condicdo em pauta.

Assim, o estudo aqui descrito teve por objetivo avaliar caes com erliquiose
monocitica canina, naturalmente adquirida, em fase subclinica da doenca, quando ja
houve, supostamente, tempo suficiente para o desenvolvimento de leséo renal sem,
contudo, ocorrer comprometimento severo das funcées do 6rgdo, como observado

em casos de erliquiose crbnica.



2. REVISAO DE LITERATURA

A erliqguiose monocitica canina (EMC) é uma doenca infectocontagiosa
causada pela Ehrlichia canis, bactéria Gram-negativa intracelular obrigatéria (LEWIS
et al., 1977; DUMLER et al.,, 2001), que acomete animais de todas as idades,
independente de sexo ou raca (ISOLA; CADIOLI; NAKAGE, 2012).

O género Ehrlichia, da familia Anaplasmataceae, atualmente compreende
cinco espécies de bactérias Gram-negativas, quais sejam, Ehrlichia ruminantium, E.
chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. canis (DUMLER et al., 2001). Segundo Cohn
(2003), a E. canis foi a primeira relatada como patdgeno de importancia veterinéria,
e, talvez, seja a melhor estudada. No Brasil, a Unica espécie descrita em cées era a
E. canis (LABRUNA et al., 2007), mas, recentemente, foram relatados cinco casos
de cées infectado por E. ewingii (OLIVEIRA et al., 2009). Entretanto, somente a E.
canis foi isolada com sucesso em cultura celular (VIEIRA et al., 2011).

Quanto a transmissdo do patdégeno, o vetor responsavel é o carrapato, que
pode vir a repassar de forma horizontal a infeccdo erliquial aos hospedeiros
vertebrados. A E. canis é usualmente transmitida através da secrecdo salivar do
carrapato Rhipicephalus sanguineus, fato este, que ocorre no momento do repasto
sanguineo (COHN, 2003). O vetor € de dificil erradicacdo (ISOLA; CADIOLI;
NAKAGE, 2012) e a infecgao ocorre principalmente nas estacdes quentes quando o
carrapato estd mais ativo (HARRUS; WANER, 2011). Entretanto, h& suspeita de que
outra espécie de carrapato, Amblyomma cajennense, seja um vetor ativo da E. canis
em areas rurais (COSTA et al.,, 2007), embora estudos de competéncia vetorial
ainda nao tenham sido desenvolvidos.

Ha algum tempo, sabe-se que a E. canis é um patdégeno de distribuicao
mundial (DAGNONE et al., 2003), que causa enfermidade endémica, comum em
areas urbanas (LABRUNA; PEREIRA, 2001; AGUIAR et al., 2007; NAKAGHI et al.,
2008; VIEIRA et al., 2011). Na atualidade encontra-se distribuida especialmente em
areas tropicais e subtropicais, onde a morbidade e a mortalidade sao expressivas
(RIKIHISA, 1991; COHN, 2003). Os primeiros relatos de EMC no Brasil foram feitos
na década de 70. Desde entdo, cresceu acentuadamente o ndmero de animais

diagnosticados com o parasita. Segundo Labarthe et al. (2003), o0 numero de



animais infectados avaliados nos hospitais e clinicas veterinarios do Sudeste, Sul,
Centro-Oeste e Nordeste, havia chegado a 20% do atendimento. Em publicacdo
recente, Vieira et al. (2011) relataram a persisténcia de incidéncia alta entre cées
domeésticos no Brasil.

Apoés o contagio e periodo de incubacédo, que varia entre oito e vinte dias,
aparecem 0s sinais que caracterizam a fase aguda da doenca. Se ndo houver
eliminacdo do agente, podem se seguir as fases subclinica e cronica (HARRUS et
al., 1997).

A fase aguda, que perdura por duas a quatro semanas (HARRUS; NEER,
2006), € caracterizada por hipertermia, perda de peso, descarga Oculo-nasal,
anorexia, palidez de mucosas, depressao, linfadenomegalia, esplenomegalia,
hepatomegalia, distarbios cardiorrespiratérios, vasculite, petéquias, equimoses,
sinais neuroldgicos, musculares, oculares, poliartrite e proteinaria (WANER et al.,
1999; HARRUS; NEER, 2006). As anormalidades hematolégicas mais comuns séo
trombocitopenia e leucopenia branda (DAVOUST et al., 1991; WANER et al., 1995;
FARIA; RIBEIRO; TINUCCI-COSTA., 2003; CASTRO et al., 2004; NAKAGHI et al.,
2008). Os sinais clinicos da fase aguda podem, aparentemente, se resolver sem
tratamento. Porém a eliminacdo da E. canis é dificil e os cées, permanecendo
infectados, passam a fase subclinica da doenca (HARRUS et al., 1998).

A fase subclinica pode estender-se por meses ou anos, sem sinais clinicos.
Por este motivo, recomendam-se avaliagdo hematoldgica e sorologica periddica de
animais em areas endémicas (BANETH et al., 1996; WANER et al., 1997). Nesta
fase, podem ocorrer trombocitopenia e leucopenia (HARRUS et al., 2004), com
aumento dos titulos de anticorpos contra E. canis no soro (IQBAL; RIKIHISA, 1994) .

Os caes, incapazes de desenvolver resposta imune efetiva, passam a fase
cronica e apresentam depressao, fraqueza, anorexia, emagrecimento, palidez de
mucosas, febre, diatese hemorragica, edemas periféricos, sinais pulmonares,
glomerulonefrite, artrite, desordens reprodutivas, sinais oftalmicos, alteracdes
neurolégicas e pancitopenia (HARRUS et al., 1999). O progndstico torna-se ruim
guando o quadro pancitopénico esta presente (WANER et al., 1999).

O diagnéstico precoce da infeccdo pode conduzir a um tratamento imediato, e

assim, aumentar as chances de sucesso (WANER et al.,, 1999; MUNHOZ et al.,



2012). Entretanto, o diagndstico é desafiador em funcdo das diferentes fases e
manifestacdes clinicas multiplas da doenca. Portanto, deve-se suspeitar de EMC
quando houver historico compativel, sinais clinicos, caracteristicas hematoldgicas e
anormalidades bioquimicas tipicas da doenca (HARRUS; WANER, 2011).

O diagnoéstico clinico da erliquiose canina € feito com base no histérico e nos
resultados do exame fisico e hematoldgico (NAKAGHI et al., 2008; FARIA et al.,
2010). Dentre as alteragcbes hematologicas destaca-se a trombocitopenia e,
portanto, a contagem de plaquetas tem sido usada como um teste de triagem em
regides endémicas (HARRUS; WANER, 2011).

O ciclo do agente ocorre no citoplasma de células maduras ou imaturas da
medula 6ssea, predominantemente as da linhagem monocitica. As inclusdes
intracitoplasmaticas do microrganismo podem ser individuais ou compactas,
denominadas morulas (COHN, 2003; NAKAGHI et al., 2008; DUMLER et al., 2011).
O diagndstico etiolégico para o género erliquia pode ser feito por meio da deteccéo
do DNA do agente pela PCR, a partir de amostra de sangue circulante (NAKAGHI et
al., 2008; FARIA et al., 2010) ou do baco (FARIA et al., 2010). A deteccdo molecular
de Ehrlichia spp constitui o teste diagnostico definitivo (DAGNONE et al., 2003;
BULLA et al., 2004; MACIEIRA et al., 2005). Porém, os casos de animais infectados
nem sempre positivos a PCR, podem ser diagnosticados pelo concurso de provas
sorologicas (NAKAGHI et al., 2008; FARIA et al., 2010). Eventualmente, na fase
aguda, podem ser identificadas morulas de E. canis nos leucdcitos ou plaquetas
(NAKAGHI et al.,, 2008; DAGNONE et al., 2010). O diagnéstico diferencial com
leptospirose é recomendado, em virtude da semelhanga dos sinais clinicos e
laboratoriais com a erliquiose monocitica canina (HARRUS; NEER, 2006).

Dentre os testes soroldgicos, a RIFI tem sido considerada a mais aceita e
amplamente usada para o diagnéstico da infeccdo por Ehrlichia spp (NAKAGHI et
al.,, 2008; HARRUS; WANER, 2011). Entretanto, na atualidade, varios outros
métodos sorologicos tém sido desenvolvidos para o diagnostico rapido da
enfermidade, sendo considerados ferramentas valiosas. Dentre estes, o
Immunocomb? (kit dot-ELISA), tem demonstrado sensibilidade e especificidade altas
para E. canis (HARRUS; WANER, 2011). Labarthe et al. (2003) recomendam 0 uso

! fabricante Biogal, Galed Laboratories.



de testes soroldgicos, como métodos confiaveis de diagnéstico em caes alocados
em regides de alto risco no Brasil.

Nakaghi et al. (2008) concluiram que os exames de sorologia e PCR sao
considerados 0s mais adequados para confirmacdo do diagnodstico da EMC. No
entanto, devem sempre ser tratados como um conjunto de dados complementares a
avaliacdo clinica e hematolégica. Segundo Harrus e Waner (2011), apesar da
técnica de PCR ser um método confirmatoério definitivo para infeccéo por E. canis, 0s
resultados negativos devem ser interpretados com cuidado, uma vez que nao se
pode excluir totalmente a presenca do agente na amostra e que a contagem de
plaguetas e a sorologia funcionam como um bom painel diagnéstico.

Além das vérias alteracdes classicamente descritas como parte da patogenia
da erliquiose, também ocorrem lesdes renais que podem evoluir desfavoravelmente
e resultar em déficit funcional (TROY; VULGAMONT; TURNWALD, 1980;
BREITSCHWERDT et al., 1987; HARRUS; NEER, 2006). Porém, a patogénese das
lesBes renais na erliquiose ainda ndo é bem compreendida.

Alguns animais infectados pela Ehrlichia canis podem desenvolver
glomerulopatia relacionada a deposicdo de imunocomplexos (CODNER et al., 1992),
associada com proteindria (FRANCK; BREITSCHWERDT.,1999). Castro et al.
(2004) sugerem que o quadro de vasculite imunomediada pode desempenhar papel
central na patogénese da EMC e no desenvolvimento das lesdes encontradas nos
diversos tecidos e 6rgdos de animais infectados.

Em alguns casos de EMC os pacientes podem apresentar aumento das
concentracbes seéricas de ureia e creatinina, como constatado em estudo
retrospectivo (HARRUS et al., 1997). Também ocorre proteindria na maioria dos
pacientes e, como revelado pela razdo proteina/creatinina urinaria, ha variacéo
possivelmente relacionada a gravidade da enfermidade, (CODNER; MASLIN, 1992).
Pode ocorrer hipoalbuminemia associada a proteintria (CODNER; MASLIN, 1992;
KATAOKA; SANTANA; SEKI, 2006). Em relato de caso de um paciente humano
apresentando sindrome nefrotica, Scaglia et al. (1999) levantaram a hipétese de ter
havido glomerulopatia de lesdo minima em decorréncia de infecgdo por E. canis.
Bonfanti et al. (2004) relatam que ha aumento da excrecdo urinaria de proteinas de

cadeia leve em cdes acometidos por agentes infecciosos, incluindo Ehrlichia spp e



Babesia spp, e que deve ser considerada a possibilidade de haver envolvimento
tubular, além do glomerular, embora ainda nao existam evidéncias conclusivas.

Sabe-se que os rins possuem multiplas fungdes como filtracdo glomerular,
reabsorcdo e excrecao tubulares, papel enddcrino e metabdlico. Quaisquer dessas
funcdes podem ser investigadas com propadsito diagnéstico, mas ndo ha um unico
teste que sirva para avaliacdo de todas elas. Os eletrélitos presentes na urina
podem ser mensurados diretamente e servem também para estimar o trabalho
tubular de reabsor¢cédo dessas substancias. Pode ser calculado, para cada eletrolito,
o percentual excretado em relacdo a quantidade filtrada na urina, ou seja, a
excrecado fracionada. Em individuos sadios, a excrecéo fracionada (EF) pode variar
em funcdo das flutuagcbes das quantidades de eletrédlitos que ingressam no
organismo. Os resultados imediatos sdo a manutencdo da homeostase e alteracoes
da composicdo da urina. Diversas condi¢cdes patoldgicas de carater sistémico levam
a alteracbes da homeostase de agua e eletrolitos e, consequentemente, das
respectivas EF. Sob condi¢cdes normais, aproximadamente 99% da carga de sodio
filtrada pelos glomérulos séo reabsorvidos pelos tubulos e o 1% restante é excretado
na urina, movimento este que é acompanhado por igual percentual de agua (FINCO,
1995). A excrecdo fracionada de sodio € a mais conhecida e pode ser utilizada
clinicamente para diferenciar azotemias pré-renais e renais (LEFEBVRE et al.,
2008). Nos casos de doencas renais cronicas, especialmente quando a taxa de
filtracdo glomerular j4 esta diminuida, ocorre aumento da excrecao fracionada de
sédio e outros eletrolitos (FINCO, 1995; LEFEBVRE et al., 2008), mas os resultados
obtidos, deverdo sempre ser avaliados em relagdo a concentracdo plasmatica do
eletrolito e dos achados clinicos (LEFEBVRE, 2011).

Embora seja amplamente difundida a informacao de que existe relacdo entre
a EMC o desenvolvimento de lesao renal nos caes acometidos, pouco se sabe sobre
este tema. Existem alguns indicadores de que as lesGes sejam predominantemente
glomerulares, mas ndo se pode descartar um possivel envolvimento tubular.
Considerando valida esta hipétese, foi elaborado o presente estudo que contempla a
avaliacao clinica, por meio de exames de rotina para avaliacdo de funcéo glomerular

e tubular de cdes com EMC subclinica.



3. OBJETIVOS

GERAL - Caracterizar a condicao clinico-laboratorial, com enfoque em funcéo renal,
de cades com EMC naturalmente adquirida associada ou ndo com babesiose, em
fase subclinica, antes, durante e apés tratamento convencional.

ESPECIFICOS

1. Identificar cdes com EMC subclinica por meio de testes para diagnostico

molecular e soroldgico e dos sinais clinicos e laboratoriais predominantes.

2. Identificar cdes com EMC e coinfec¢céo por Babesia vogeli por meio de testes
sorologicos.
3. Avaliar paradmetros relacionados direta ou indiretamente a funcdo renal —

densidade urinaria, sedimentoscopia urinaria, excre¢ao urinaria de proteina,
excrecao fracionada de sodio e concentracdes séricas de ureia, creatinina,
proteina total, albumina e sodio, e presséo arterial sistolica.

4. Investigar as relacdes de interesse clinico, para fins diagndsticos, entre os
parametros direta e indiretamente relacionados a funcao renal e aqueles que
classicamente caracterizam clinica e laboratorialmente a EMC, com ou sem

infeccdo mista por B. vogeli.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacao da pesquisa

O estudo foi realizado nas dependéncias dos Laboratérios de Nefrologia e
Urologia do Grupo de Pesquisa em Nefrologia e Urologia Veterinaria (GPNUV),
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria, Laboratorio de Imunoparasitologia
Veterinaria e Laboratorio de Diagndstico de Leptospirose da Faculdade de Ciéncias

Agrérias e Veterinarias - UNESP — campus de Jaboticabal — SP.

4.2 Animais
Os trabalhos foram iniciados ap6s aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso

de Animais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp — campus
de Jaboticabal (n°® 010219/11).

Foram estudados 30 caes adultos, sem distincdo de sexo ou raga,
provenientes dos Servicos Especializados de Atendimento do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria e Hospital Veterinario - Unesp — campus de Jaboticabal
- SP. A inclusdo de pacientes deu-se sob anuéncia dos proprietarios e os exames
necessarios, bem como o tratamento dos doentes, foram custeados pelo projeto.

4.3 Avaliacéao preliminar dos animais elegiveis para o estudo

A fim de compor o grupo de cdes com erliguiose em fase subclinica,
primeiramente selecionavam-se, diretamente no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria, os casos com trombocitopenia (<180.000 plaguetas/pL) com ou sem
leucopenia, alteracdo que também pode estar associada a animais em fase
subclinica. E sem anemia ao hemograma evitando, assim, animais em fase aguda
ou crbnica da doenca.

Logo apéds, procurava-se o setor no qual o animal estava sendo atendido,
para obter informacdes sobre o caso incluindo motivo da consulta, condi¢des
clinicas e histérico de parasitismo por carrapato. Persistindo a possibilidade de
erliquiose subclinica e anuéncia do proprietario, era feito teste soroldgico rapido (dot-
ELISA) para diagndstico de erliquiose a partir do sangue ja obtido no momento inicial
da consulta. Também era feito esfregaco de sangue de capilar periférico de ponta da
orelha do cado para pesquisa de inclusdes citoplasméticas sugestivas de Ehrlichia sp,
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evitando assim, animais em fase aguda da doenca onde as inclusdes
citoplasmaticas sao observadas.

A fim de compor o grupo de cédes sadios foram utilizados animais sem
histérico de parasitismo por carrapatos, sem alteragcbes aos exames fisico,
ultrassonografico, hematolégico e sorologico, que foram levados ao atendimento
para check-up ou procedimentos eletivos.

Foram elegiveis para composi¢do dos grupos avaliados, cdes adultos, que
apresentaram caracteristicas clinicas e laboratoriais, detectadas aos exames de
rotina (anamnese, exame fisico e exames complementares — patologia clinica e
imagem), compativeis com erliquiose em fase subclinica e também os que estavam

sadios (encaminhados para vacinacéo ou cirurgias eletivas).

4.4 Critérios para inclusao ou exclusdo de pacientes e formacdo dos
grupos

Os critérios iniciais para exclusdo dos pacientes foram (1) resultado negativo
ao dot-ELISA ou identificacdo de morula ao exame do sangue periférico, (2)
existéncia de anemia ao hemograma, (3) existéncia de sinais sugestivos de
erliquiose em fase aguda ou cronica, (4) suspeita ou existéncia de comorbidades de
natureza infecciosa, parasitaria ou inflamatéria com comprometimento urinério ou
sistémico, e as imunomediadas, neoplasicas ou circulatorias, (5) gestacao, lactacao,
aborto ou cio, e (6) necessidade de qualquer outra intervencao terapéutica, além da
prevista no estudo, durante o periodo das avaliagbes (60 dias). Os animais que
posteriormente também apresentaram positividade ao exame de soroagluticando
microscoépica para Leptospira spp, foram excluidos do experimento

Foram incluidos os animais positivos ao dot-ELISA para diagnéstico
sorolégico de infec¢do por E. canis , respeitados os critérios de exclusdo, e também
cées sadios. Os pacientes com erliquiose subclinica que, posteriormente tiveram
resultado positivo para B. vogeli,. Assim, os grupos foram constituidos como se

segue.
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Grupo normal (GN) — cinco caes sadios.

Grupo erliquiose (GE) — 15 cées com erliquiose subclinica e soronegativos
para B. vogeli pela RIFI.

Grupo erliguiose e babesiose (GEB) — 10 caes com erliquiose subclinica e

soropositivos para B. vogeli pela RIFI.

4.5 Protocolo experimental

A conducao do experimento seguiu um delineamento em blocos casualizados.
Cada animal, estando clinicamente designado a compor um dos trés grupos a serem
estudados, foi submetido a cinco avalia¢des, guardado intervalo de 15 dias entre
cada uma (0, 15, 30, 45 e 60 dias), conforme discriminado no Quadro 1.

Uma vez constatada a elegibilidade do paciente para o estudo, por ocasidao da
avaliacao preliminar, era feito o agendamento para iniciar as avaliagdes na manha
do dia seguinte. Visando a padronizacdo das condi¢cdes e momento das coletas de
amostras com 0 objetivo de evitar as variacdes nictemerais e a influéncia da
alimentacdo, foram seguidas as regras propostas por FINCO (1995) e referidas por
LEFEBVRE et al. (2008), para obtencdo de amostras pontuais. Assim, no dia
anterior ao da coleta, o paciente recebia a ultima refeicdo as 17:00h. A &gua,
contudo, era mantida disponivel para ingestdo ad libitum, durante as 15 horas
subsequentes. Durante o periodo de pré-avaliagdo, o0 paciente era mantido no
proprio domicilio evitando assim, estresse pela mudanca de ambiente. Na manha
seguinte, no Hospital Veterinario, as 8:00h, a vesicula urinaria era esvaziada e, trés
horas depois, coletava-se uma amostra da urina recém formada e uma amostra de
sangue. Durante o tempo de espera (3h) realizava-se o exame clinico. O mesmo
protocolo foi adotado para as avaliacdes seguintes (15, 30, 45 e 60 dias).

Os parametros avaliados, em cada um dos cinco momentos, incluiram (1) os
que caracterizam a erliquiose e babesiose — dados hematoldgicos, resultados dos
testes para diagnéstico sorolégico e molecular e resposta ao tratamento, (2) os
diretamente relacionados a funcdo renal — densidade urinaria, achados da
sedimentoscopia urinaria, excrecdo urinaria de proteina, excrecédo fracionada de

sédio e concentracdes séricas de ureia e creatinina, e (3) os que sao indiretamente
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relacionados a funcao renal — concentracdes séricas de proteina total, albumina e
sédio, e pressao arterial sistolica.

Os parametros séricos, fosforo e alanino aminotransferase, dosados somente
no primeiro momento de avaliacdo, podem ser alterados na infec¢éo pela E.canis e,
necessitar de intervencdo imediata. Entretanto, nenhum dos animais do presente
estudo apresentaram valores fora do intervalo de referéncia para a espécie.

Somente na primeira avaliagéo (dia zero), coletaram-se amostras de sangue
para testes posteriores por meio de PCR para Ehrlichia canis, sorologia (RIFI) para
Ehrlichia canis e Babesia vogeli, e soroaglutinacdo microscopica para Leptospira
spp.

Com base nos resultados clinico-laboratoriais e do teste sorologico rapido
(dot-ELISA), todos os pacientes com erliquiose (GE e GEB) foram medicados com
doxiciclina (5mg/kg, via oral, a cada 12 horas) durante 30 dias consecutivos e
Dipropionato de Imidocarb (5mg/kg, via subcutanea, a cada 15 dias/2 aplicagdes), a
partir da primeira avaliacao (dia zero) em cumprimento ao protocolo de tratamento
utilizado na Instituicdo. Os cées sadios ndo receberam qualquer tipo de tratamento

ao longo do periodo de estudo.



Quadro 1. Protocolo de avaliacdo dos animais.
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AVALIACAO

EXAMES CLINICOS E LABORATORIAIS

Dia 0 (basal)

Anamnese, exame fisico de rotina e mensuracdo da
presséao arterial.

Hemograma, urinélise, bioquimica sérica (ureia, creatinina,
proteina total, albumina, soédio, fosforo e alanina
aminotransferase), bioquimica urinaria (creatinina, proteina
e sodio).

Sorologia para E. canis, B. vogeli e Leptospira spp, e PCR
para E. canis.

Dia 15

Anamnese, exame fisico de rotina e mensuracdo da
presséao arterial.

Hemograma, urinalise, bioguimica sérica (ureia, creatinina,
proteina total, albumina e sdédio), bioquimica urinaria
(creatinina, proteina e sédio).

Sorologia para Leptospira spp caso ficasse indicado
sorologia pareada.

Dia 30

Anamnese, exame fisico de rotina e mensuracdo da
pressao arterial.

Hemograma, urindlise, bioquimica sérica (ureia, creatinina,
proteina total, albumina e sdédio), bioquimica urinaria
(creatinina, proteina e sédio).

Dia 45

Anamnese, exame fisico de rotina e mensuracdo da
pressao arterial.

Hemograma, urindlise, bioquimica sérica (ureia, creatinina,
proteina total, albumina e sdédio), bioquimica urinaria
(creatinina, proteina e sodio).

Dia 60

Anamnese, exame fisico de rotina e mensuracdo da
presséao arterial.

Hemograma, urindlise, bioquimica sérica (ureia, creatinina,
proteina total, albumina e sdédio), bioquimica urinaria
(creatinina, proteina e sédio).
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4.6 Metodologia das avaliacbes

Avaliacgéo clinica

Para serem considerados como candidatos a compor 0S grupos, 0S caes
foram avaliados por meio de anamnese exame fisico e os exames complementares
gque se fizeram necessarios para o0 diagnéstico clinico preliminar. Uma vez
designados, os animais eram novamente submetidos ao exame fisico que incluiu a
mensuracado da pressédo arterial sistolica, para obtencédo dos dados basais. Outras
guatro avaliacdes clinicas foram realizadas aos 15, 30, 45 e 60 dias ap0s. A presséo
arterial sistdlica era aferida no mesmo periodo do dia, estando o cdo em decubito
lateral esquerdo. Empregou-se método indireto utilizando-se aparelho ultrassénico
com doppler (Microem®), e manguito (Latex Pri®) inflavel aplicado ao redor do

membro torécico direito entre o cotovelo e o carpo.

ConsideracbOes gerais sobre a obtencdo e o preparo de

amostras

Sangue

As coletas de amostras eram feitas por meio de puncéo da veia jugular ou
cefalica, conforme a conveniéncia. Uma amostra de 4mL era acondicionada em
frasco com acido etilenodiaminotetracetato dissédico (EDTA) a 10% para a
execucédo do hemograma. Foi obtida amostra de soro por meio de centrifugacdo (5
minutos a 1.800g) de um volume adicional de sangue (4 a 6mL) acondicionado em
tubo sem anticoagulante, para exames bioquimicos. Aliquotas de sangue total
acrescido de EDTA e de soro foram conservadas a -20°C, para os testes

diagndsticos complementares (PCR, RIFI, soroaglutinacao).

Urina
A coleta de urina era feita por meio de cistocentese ou de cateterizacao
transuretral, sendo coletados 10 a 15mL para realizacdo imediata de urinadlise e

dosagens bioguimicas.
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Analises laboratoriais

Hemograma

As contagens globais de eritrécitos, leucécitos e plaguetas, bem como a taxa
de hemoglobina e hematdcrito, foram obtidas com o auxilio de um contador
automatico’>. As contagens diferenciais de leucécitos foram realizadas em

esfregacos sanguineos corados com mistura de Metanol, May-Gruwald e Giemsa.

Urinalise

Para os testes quimicos foram utilizadas fitas reagentes®. A densidade
urindria foi mensurada em refratbmetro digital*. Para a sedimentoscopia, as
amostras de urina foram centrifugadas® a 1.800g durante cinco minutos, sendo o
sobrenadante reservado deixando 0,5mL de urina para ressuspenséo do precipitado.
A lamina foi preparada com uma gota do sedimento, entre lamina e laminula, e

analisada em microscépio 6ptico® sob objetivas de 10 a 40x.

Anélises bioquimicas séricas e urinarias

Nas amostras de soro foram dosadas ureia (Método da Urease), creatinina
(Método Jaffé modificado), albumina (Método verde de Bromocresol), proteina total
(método do biureto). Nas amostras de urina foram dosadas creatinina (Método Jaffé
modificado), proteina (Método do vermelho de pirogalol), ureia (Método da urease) e
somente no momento basal foi dosado fosforo (Método fosfomolibidato), alanina
aminotransferase (Método Reitman e Frankel). As analises bioquimicas foram feitas
com os conjuntos de reagentes do sistema Labtest’ para diagnéstico e para as
leituras empregou-se espectrofotdmetro® semi-automético. As dosagens das
concentracdes séricas e urinarias de sédio foram feitas em aparelho automatico pelo

método eletrodo ion-seletivo®.

> COULTER modelo ABC T8.

® Combur 10 Test UX®- Boehringer Mannhein S.A. — Buenos Aires — Argentina.

* Refratdmetro Digital — UGI (1,000-1,050) — Atago — T6kio — Japao.

® Centrifuga Celm LS3 Plus.

® Microscopio Nikon Eclipse — E 200.

" LABTEST - Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa — MG.

8 LABQUEST-Labtest Diagnéstica S.A. — Lagoa Santa — MG.

% Iselab - método de eletrodos fon- seletivo — DRAKE. S&o José do Rio Preto - SP.
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Proteinuria e Excrecdo Fracionada de Sédio
Avaliacdo da proteindria foi realizada por meio da determinagdo da razéo
proteina/creatinina da urina (UPC), a partir dos valores de concentracdo de
creatinina e de proteina obtidos na mesma amostra de urina.
Uprot (Mg/dL)
Uer (mg/dL)

UPC =

Onde:
UPC = relagdo proteina/creatinina urinarias
Uprot = CONcentragdo urinaria de proteina

Uqr = concentracdo urindria de creatinina

Para os célculos da excrecdo fracionada de sédio foram considerados os
valores das concentraces séricas e urinarias de creatinina e sodio, por meio da

férmula que se segue.

Una (MEQ/L) X S¢r (mg/dL)
Uer (Mg/dL) X Sna (MEQ/L)

Onde:
EFNa = excrecao fracionada de sodio
Una= concentracao urinaria de sodio

or = concentracao sérica de creatinina
Ucr = concentracdo urinaria de creatinina

Sna= concentracdo sérica de sodio
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Testes diagndsticos

Técnica de dot-ELISA para deteccdo de anticorpos anti- E. canis.

O exame dot-ELISA (Immunocomb®) para deteccdo de anticorpos anti- E.
canis foi realizado conforme as especificacbes do fabricante Biogal, Galed
Laboratories, sendo considerados positivos 0s animais que apresentaram titulacao

acima de 80.

Técnica das Reacfes de Imunofluoréscencia Indireta (RIFI) para E. canis

e B. vogeli.

A RIFI foi realizada conforme descrita por CAMARGO et al. (1973) e
padronizada por Nakaghi (2008) e para o sistema E. canis e Furuta et al. (2009),

para o sistema B. canis (B. vogeli), respectivamente.

Técnica de Soroaglutinacdo MicroscoOpica para deteccdo de anticorpos

contra Leptospira spp.

O teste de soroaglutinacdo microscopica (SAM) foi realizado de acordo com o
descrito por RYU (1970). Foram testados os sorovares canicola, grippotyphosa,

copenhagen, icterohaemorrhagiae, pomona, hardjo, wolffi e tarassovi.

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Extracdo de DNA de sangue total
A extracdo de DNA do sangue total foi realizada por meio do QlAamp DNA
Blood Mini Kit (cat. n° 51104, Qiagen®), de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

Reacdo de Amplificacdo para Ehrlichia sp. baseada no gene dissulfito
oxidoredutase (dsb).

Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores dsb-330 (5-
GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3’) e dsb-728 (5'-
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CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3’), que amplificam um fragmento de 409
pb do gene dsb de Ehrlichia sp. (DOYLE et al., 2005).

Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose (Life Tecnologies®) a 1,5% corado com brometo de etidio (0,5ul/mL) em
tampéao de corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2mM EDTA pH 8,0).

4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA DOS
RESULTADOS

O experimento seguiu delineamento em blocos casualizados. Foram
apresentados resultados da andlise estatistica descritiva. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com dois fatores — grupo (GN, GE e
GEB) e tempo (0, 15, 30, 45 e 60 dias), teste de comparacado mdultipla de médias
(Tukey-Kramer) e estatistica descritiva. Adotou-se a=0,05. As analises estatisticas
foram feitas pelo Software Statistical Analysis System (SAS) e os graficos para

ilustracéo dos resultados foram feitos por meio do Graphpad Prism 6.0.
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5. RESULTADOS

Dentre os 30 cédes avaliados (16 machos e 14 fémeas), havia 14 sem raca
definida (SRD), trés Shih Tzu, dois Terrie Brasileiro e os 11 restantes somavam
outras 11 racas. A variacdo de peso foi marcante nos trés grupos — GN, 10 a 22,8Kkg;
GE, 5,9 a 43kg e GEB, 3 a 44,8kg, relacionadas somente as caracteristicas raciais,
pois nenhum animal estava obeso ou excessivamente magro. Quanto a condi¢do
das gbnadas, do total de 14 fémeas, seis eram castradas, e dos 16 machos
avaliados, trés eram castrados (Tabela 1).

A principio, os motivos das consultas dos animais incluiram check-up (n=10),
apetite caprichoso (n=5), claudicacdo (n=3), castracdo eletiva (n=2), apatia
transitoria (n=2), otite externa (n=2), queda de pelo ou prurido cutaneo (n=2), nédulo
cutaneo unico, lipoma (n=1), prurido vulvar (n=1), vacinacdo (n=1) e episddio Unico
de diarreia (n=1). Ao hemograma dos caes doentes, além da trombocitopenia,
requisito obrigatério para inclusdo no estudo, 4 (13%) do grupo GE e 2 (7%) do
grupo GEB, apresentavam também leucopenia. A ultrassonografia abdominal dos 30
pacientes avaliados, 5 (17%) correspondentes ao total de animais do grupo GN, nao
apresentaram alteracdes. Dos 15 pacientes do grupo GE e dos 10 do grupo GEB, 12
(40%) e 9 (30%), respectivamente, apresentaram somente esplenomegalia, 3 (10%)
e 1 (3%), respectivamente, apresentavam hepatoesplenomegalia (Tabela 2). Nos
casos de comorbidade, os pacientes necessitaram somente de tratamento topico
para limpeza ou repouso, o0 que ndo os impossibilitava de participar do experimento.

Os procedimentos cirargicos ou vacina¢des foram postergados.
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Considerando os parametros hematoldgicos mais relevantes para o estudo
(Tabela 3), exceto o numero de plaquetas, os valores apresentaram-se dentro dos
intervalos de referéncia (APENDICE A). Os resultados da ANOVA indicaram que
apesar do coeficiente de variacdo ter sido pequeno para os parametros hemacia,
hematocrito e hemoglobina (CV 10,5%, 10,26%, 10,15%, respectivamente), nao
houve variacdo significativa entre 0s grupos ou os tempos. No entanto, para 0s
leucdcitos totais, neutréfilos segmentados, linfocitos e mondcitos houve influencia
significativa (P< 0,05), do fator grupo (Tabela 7).

As médias de plaquetas dos cdes do GE e GEB na avaliacdo basal
(respectivamente, 74,67 x10°/uL e 85,40 x107/uL) estavam abaixo dos valores de
referéncia (180 a 400 x10°/uL) e & ANOVA verificou-se influéncia significativa dos
fatores grupo e tempo (Tabela 7). Ao teste de comparacdo mdultipla de médias
(Tukey-Kramer) observou-se diferenca significativa entre as médias basais dos cdes
doentes (GE e GEB) e a do GN. Ao longo do tempo (15, 30, 45, 60 dias), as médias
do GN ndo variaram significativamente, mas as dos cédes doentes (GE e GEB),
entdo em tratamento, aumentaram (P<0,01) em relacéo ao valor basal e alcangaram

o intervalo normal de referéncia (Tabela 8, Figura.l).
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Tabela. 3. Resultado dos hemogramas (média + erro padrdo da média) de cinco avaliagdes (basal, 15, 30, 45, e
60 dias) de 30 cées distribuidos em trés grupos — cédes normais (GN), cdes com erliquiose subclinica

(GE) e caes com erliquiose e babesiose subclinicas (GEB). Unesp — Jaboticabal, 2013.

Parametros Tempos GRUPOS
(Hemograma) P GN (n=5) GE (n=15) GEB (n=10)
Basal 6,45 + 0,32"% 6,67 £ 0,22 6,16 +0,30"@
, 15 dias 6,20 £ 0,19 6,28 + 0,25 6,41 +0,41°°
Hemécias (x10™°/uL) 30 dias 6,38 + 0,25 6,34 £ 0,27 6,72 0,26
45 dias 6,11+ 0,17 6,30 + 0,24 " 6,69 + 0,22
60 dias 5,95 + 0,222 6,54 + 0,25 6,04 +1,91"
Basal 45,56 + 2,10 46,76 + 1,75 43,04 +1,93™
15 dias 44,14 +1,16™ 42,98 +1,61" 44,26 + 2,39
Hemat6crito(%) 30dias  4526+1,61" 44,49 + 2,04 48,07 + 1,54
45 dias 43,20 +1,00" 44,45 + 1,64 47,81 +1,57"
60 dias 42,06+ 1,55 4543174 Aa 42,14 + 13,33
a
Basal 15,44 + 0,72 14,95 + 0,632 14,37 + 0,652
15 dias 15,86 + 0,512 14,91 + 0,54 14,58 + 0,702
Hemoglobina g/dL 30 dias 15,72 + 0,55 14,78 £ 0,647 16,24 + 0,49
45 dias 15,00 + 0,452 14,87 + 0,532 15,93 + 0,622
60 dias 15,56 + 0,662 15,00 + 0,58 "2 14,29 + 4,522
Basal 300,6 +47,39"* 74,67 +8,32 %2 85,40 + 10,57 %@
, 15dias  310,4+54,20" 227,36+17,93"° 263,60 + 33,30 **
Plaquetas (x10™/pL) 30dias 308,6 +47,58"* 231,60+23,37"° 257,20+ 25,30 "
45dias  320,6+32,01"* 252,00+19,69”° 281,80 + 43,50 *°
60 dias  315,8 +46,18"* 249,80+ 17,53"° 240,70 + 76,17 *°
Basal 8,48 + 1,06 8,45 + 0,76 "® 8,20 + 0,76 ™
, 15 dias 8,02 + 1,00 7,33+£0,38™ 6,91 0,39
Leucécitos (x10°%/pL) 30 dias 7,10 £ 0,50 7,71 40,662 7,56 + 0,682
45 dias 8,06 + 0,57 9,12 +0,65" 7,13 £+ 0,60
60 dias 7,50 £ 0,777 8,84 +0,66 " 6,84 + 2,10
Basal 6,46 + 0,85 5,97 + 0,59 5,61 +0,51"
, 15 dias 6,02 £ 0,83 4,90 +0,32% 4,48 0,26
Neutréfilos segmentados (x10™%/uL) 30 dias 5,29 + 0,302 5,24 + 0,47 5,12 + 0,39
45 dias 6,12 + 0,50 6,64 + 0,57 5,11 + 0,46 ™
60 dias 5,82 + 0,64 " 6,09 + 0,53 4,82 +1,52"
Basal 0,91 + 0,19 1,79 £ 0,18 1,96 + 0,20 "2
, 15 dias 2,10 £ 0,98 1,42 £0,11" 1,62 +0,20"
Linfécitos (x10™°/uL) 30 dias 0,82+ 0,18 1,62 0,21 1,77 +0,30"*
45 dias 1,06 + 0,212 1,50 £+ 0,16 1,46 + 0,20 "2
60 dias 1,08 + 0,26 " 1,79+ 0,20 1,34 + 0,40
Basal 0,29 + 0,05 0,32 + 0,06 0,20 + 0,05
, 15 dias 0,31+ 0,06 0,23 +0,05" 0,26 + 0,08
Monécitos(x10™/uL) 30 dias 0,30 + 0,02 0,34 £ 0,07 0,19 + 0,052
45 dias 0,27 £ 0,02 0,44 + 0,082 0,18 + 0,06
60 dias 0,15 + 0,02 "2 0,33+0,71" 0,29 + 0,09 "2

Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam variacéo significativa (p<0,05) entre os grupos ho mesmo
tempo. Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam variagdo significativa (p<0,05) entre os tempos no

mesmo grupo (Tukey-Kramer).
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Figura 1. — Representacao grafica das médias dos nimeros de plaquetas por grupo (superior)
e por tempo em cada grupo (inferior) de cédes normais (GN; n=5), cdes com
erliquiose subclinica (GE; n=15) e cdes com erliquiose e babesiose subclinicas
(GEB; n=10), avaliados nos momentos 0, 15, 30, 45 e 60 dias. SNUV — Unesp —
Jaboticabal, 2013.
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Os testes diagndsticos para Ehrlichia canis revelaram que, do total de 30
amostras, 25 (83%) mostraram-se positivas ao dot-ELISA, 20 (67%) positivas a RIFI,
sendo que os 5 animais positivos ao dot-ELISA que foram negativos a RIFI
apresentavam titulo de 80 ao dot-ELISA e, 3 (10%) positivas a PCR e que a
pesquisa de morulas resultou negativa para todas as amostras (Tabela 4, Quadro 2
e Figura 2). Os resultados do teste para diagnostico de exposi¢do ou infeccao por
Babesia vogeli foram positivos para cadesl1l0 (33%) e negativos para os 20 (67%)
restantes. De acordo com os resultados dos testes de soroaglutinacdo microscopica
nenhum paciente tinha infeccdo por Leptospira spp. As amostras provenientes dos
cinco caes sadios (GN) apresentaram-se negativas em todos os exames (Tabela 4 e
Quadro 2).

Tabela 4. Resultados dos testes para diagndéstico de infeccdo ou exposicdo aos agentes
Ehrlichia canis, Babesia vogeli e Leptospira spp de 30 caes . Unesp — Jaboticabal,

2013.
Total de animais avaliados
Machos Fémeas Total
(n=16) (n=14) (n=30)
Ehrlichia canis
Sorologia (dot-ELISA) 14 11 25 (83,33%)
Sorologia (RIFI) 11 9 20 (66,66%)
PCR 2 1 3 (10%)*
Pesquisa de Morulas 0 0 0 (0%)
Negativo frente a todas as provas 2 3 5 (16,66%)

Babesia vogeli

Soropositivos pela (RIFI) 6 4 10 (33,33%)
Soronegativos pela (RIFI) 10 10 20 (66,66%)
Leptospira spp
Soropositivos pela Soroaglutinagdo 0 0 0 (0%)
Microscopica
Soronegativos frente a todos os 2 3 5 (16,66%)

testes de diagndstico

* Percentual em relacdo ao total de pacientes avaliados
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Quadro. 2. Resultados positivos (P) e negativos (-) obtidos nos testes para diagnostico de infec¢éo

ou exposicdo aos agentes Ehrlichia canis, Babesia vogeli e Leptospira spp de amostras
de sangue total e soro de 30 cdes. Unesp — Jaboticabal, 2013.

Paciente

E. canis

B. vogeli

dot-ELISA

RIFI

PCR

Mérula

RIFI

GN

GE

'+ T TUTUTTUTTUTUTTUTTUTTUTUTUTUTO:!

GEB

TV TUVTUVTUVUTUVTUVUUTUTUTUUVUTUVUUUUUTOUTUTUTTUTUTUTUTO|"

W OVTUVWTUVTTVTTO: T
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Figura 2 — Representacao gréafica dos resultados dos testes para diagnéstico de infeccao
ou exposicdo ao agente Ehrlichia canis em amostras de sangue de 30 caes
avaliados por meio de testes sorolégicos (dot-ELISA e RIFI), Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) e presenca de mérulas em esfregaco sanguineo
de capilar periférico. Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Os resultados das avaliacbes séricas de creatinina, ureia, proteina total,
albumina, globulina, sodio, fosforo, alanina aminotransferase e dos resultados da
razdo proteina/creatinina urinaria, excre¢ao fracionada de sodio e das afericdes da
pressao arterial, estdo apresentados nas Tabelas 5 (médias basais) e 6 (médias aos
15, 30, 45, 60 dias). A ANOVA dos parametros revelou influéncia significativa dos
fatores de variacao (grupo ou tempo), exceto no caso do sodio (Tabela 7, Figura 4).
Entretanto, o teste de comparagdo de média (Tukey) ndo confirmou os achados da
analise de variancia, exceto para a ureia sérica e excrecao fracionada de sodio. Ao
teste de comparacdo mudultipla de médias (Tukey-Kramer), foram encontradas
diferencas significativas nos parametros ureia sérica, UPC e pressao arterial
sistolica.

As médias de concentracdo séricas de ureia, mesmo variando dentro dos
limites de normalidade (15 a 75mg/dL), apresentaram-se sempre maiores no GEB
do que no GE e ambos os grupos de doentes tiveram médias maiores que a dos
cées normais ao longo do tempo (Figura 3). Ao teste de Tukey, considerando o fator
grupo, as médias dos doentes (GE e GEB) foram significativamente maiores do que
a do GN e ao teste de comparacdo mdultipla de médias (Tukey-Kramer) houve
diferenca significativa entre os grupos GN e GEB em todas as avaliacdes (Tabela 7
e 8).

A excrecao fracionada de sodio foi influenciada significativamente (P<0,01)
pelo fator grupo (ANOVA). As médias dos grupos de caes doentes foram
significativamente maiores do que a do GN ao teste Tukey (Tabela 7, Figuras 4).

A ANOVA revelou que a variagdo da UPC foi influenciada significativamente
tanto pelo fator grupo quanto pelo fator tempo (Tabela 7). Ao teste de comparacéo
de médias Tukey-Kramer, pode-se observar que no GE a média basal foi
significativamente maior que as dos demais tempos (Tabela 8, Figura 5).

A variacdo da pressao arterial sistolica foi influenciada significativamente pelo
fator grupo. Ao teste de comparacdo multipla de médias, constatou-se que a média
basal do GE foi significativamente maior que as correspondentes do GN e do GEB e

do que a média do tempo 15 no mesmo grupo (Tabela 7 e 8, Figuras 6).
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Tabela.5. Resultado (média + erro padrdo da média) das avaliagbes séricas de sédio, globulina,
ureia, proteina total, creatinina, albumina, fésforo, alanina aminotransferase e dos
resultados da razdo proteinal/creatinina urinaria, excrecdo fracionada de sodio e das
afericOes da pressao arterial, no tempo zero (basal) de 30 cées distribuidos em trés grupos
— cédes normais (GN), cdes com erliquiose subclinica (GE) e cdes com erliquiose e
babesiose subclinicas (GEB). Unesp — Jaboticabal, 2013.

Parametros GRUPOS
GN (n=5) GE (n=15) GEB (n=10)
Parametros séricos (Basal)
Ureia 18,74 + 1,81 31,87 + 3,06 44,76 + 6,48
Creatinina 0,80 + 0,09 1,01+ 0,08 1,09+ 0,10
Proteina total 7,41+ 0,36 7,22 +0,32 7,76 + 0,46
Albumina 3,00 +£0,21 2,85+0,13 2,53+0,10
Globulina 4,41 +0,39 3,84 £ 0,28 4,23+0,34
Fosforo 4,59 + 0,69 4,33+0,33 4,83 +0,36
Sadio 142,80+ 1,16 139,13+ 1,02 137,8 +1,21
Alanina aminotransferase 65,70 + 15,48 78,75 £ 23,83 56,45 + 10,80
Razao proteina/creatinina urinéria 0,25 + 0,06 0,52 +0,19 0,38 £ 0,09
Excrecédo fracionada de sdodio 0,27 £0,05 0,47 £ 0,04 0,40 + 0,06
Pressédo arterial sistélica 125,40 + 1,64 154,07 £ 5,05 130,20 £ 6,48
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Tabela. 6. Resultado (média + erro padrao da média) das avaliagbes séricas de sédio, globulina,
ureia, proteina total, creatinina, albumina, fosforo, alanina aminotransferase e dos
resultados da razdo proteina/creatinina urinaria, excrecdo fracionada de sodio e das
afericdes da pressdo arterial, nos tempos 15, 30, 45 e 60 dias, de 30 cées distribuidos em
trés grupos — cdes normais (GN), cdes com erliquiose subclinica (GE) e cdes com
erliquiose e babesiose subclinicas (GEB). Unesp — Jaboticabal, 2013.

Parametros GRUPOS
GN (n=5) GE (n=15) GEB (n=10)
Parametros séricos (15 dias)
Ureia 22,70 + 3,44 34,12 + 4,76 41,98 + 3,49
Creatinina 0,76 £ 0,06 1,08 + 0,05 1,06 + 0,08
Proteina total 7,74+£0,19 6,90 £ 0,32 7,31 10,36
Albumina 2,78+ 0,13 3,03+0,23 2,89+0,19
Globulina 4,96 + 0,10 4,36 + 0,36 4,49 +0,31
Saédio 140,20 + 0,58 139,12+ 2,12 139,1+ 3,3
Razao proteina/creatinina urindria 0,27 £ 0,13 0,32+0,13 0,27 £ 0,08
Excrecgdo fracionada de sédio 0,25 + 0,06 0,60 + 0,08 0,48 + 0,05
Pressao arterial sistélica 131,00 £ 6,02 135,13+4,46 136,60 £ 6,67
Pardmetros séricos (30 dias)
Ureia 17,76 + 2,76 35,92 + 3,82 41,35 + 3,99
Creatinina 0,79 £ 0,08 1,07 £ 0,07 1,07 + 0,06
Proteina total 7,42 +£0,17 7,21+0,41 7,37+£0,31
Albumina 2,40+ 0,12 2,87 £0,16 2,64 +£0,24
Globulina 5,01+0,11 3,88 +0,44 514+ 0,44
Saédio 141,00 + 0,32 139,33+ 1,55 137,6 +1,45
Razao proteina/creatinina urinéaria 0,23.+ 0,06 0,29 + 0,09 0,21+ 0,08
Excrecdo fracionada de sddio 0,23.+ 0,05 0,67 + 0,10 0,43 + 0,06
Presséao arterial sistélica 132,40 + 5,83 139,93 £ 4,40 138,20 £ 5,25
Parametros séricos (45 dias)
Ureia 15,16 + 2,29 34,44 + 2,95 37,75+ 3,42
Creatinina 1,03+0,11 1,05+ 0,05 1,16 + 0,12
Proteina total 7,49 10,21 7,27 £0,31 7,06 £ 0,35
Albumina 3,25+0,22 3,08+£0,12 2,80+ 0,08
Globulina 4,25+ 0,35 4,33+0,51 4,77 + 0,62
Sadio 139,60 + 0,25 137,53 £ 1,97 139+2
Razao proteina/creatinina urinéaria 0,25+ 0,08 0,28 £ 0,10 0,19 £ 0,07
Excrecédo fracionada de sodio 0,30 + 0,07 0,58 + 0,08 0,57 + 0,09
Pressédo arterial sistélica 133,20 + 3,78 141,40 £ 4,81 138,40 £+ 5,63
Parametros séricos (60 dias)
Ureia 26,26 £ 5,92 36,78 £ 2,29 36,50 + 3,66
Creatinina 1,14 £ 0,10 1,10 +£ 0,07 1,07 £ 0,06
Proteina total 7,38+ 0,31 7,03 + 0,36 7,42 + 0,30
Albumina 2,63+0,22 3,21 +£0,15 2,91+0,13
Globulina 4,75+ 0,16 4,19 +0,35 4,73 +0,35
Sadio 141,4 + 0,51 138,6 + 1,37 136,3+1,7
Razéo proteina/creatinina urinéria 0,29 £ 0,08 0,31+ 0,09 0,19 £ 0,07
Excrecédo fracionada de sodio 0,24 + 0,04 0,63 + 0,08 0,62 + 0,07
Pressédo arterial sistélica 141,00 £ 4,72 137,20 + 4,36 139,90 £ 4,29
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Figura 3. Representagédo grafica das médias dos valores séricos de ureia por grupo (superior)
e por tempo em cada grupo (inferior) de cdes normais (GN; n=5), caes com
erliquiose subclinica (GE; n=15) e cédes com erliquiose e babesiose subclinicas
(GEB; n=10), avaliados nos momentos 0, 15, 30, 45 e 60 dias. SNUV — Unesp —
Jaboticabal, 2013.
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Tabela 7. Resultados da analise de variancia para todos os parametros avaliados
nos caes normais (GN), caes com erliquiose subclinica (GE) e cdes com
erliquiose e babesiose subclinicas (GEB), levando em consideracdo o
fator grupo, fator tempo e a interacdo grupo vs tempo. Unesp —
Jaboticabal, 2013

PARAMETROS C.V F para F para _F para
grupos tempo interacao

Proteina total sérica 9,68% 4,04* 0,3V 0,92"°
Albumina sérica 16,42% 4,92* 2,47 % 1,21N
Globulina sérica 25,15% 4,62* 0,81N° 0,68N°
Ureia sérica 35,94% 21,87** 0,38NS 0,72NS
Creatinina sérica 18,70% 8,29+ 2,70* 1,59N°
Sédio sérico 3,02% 1,43NS 0,78 N 0,56 N°
UPC 49,73% 4,52% 4,9% 2,33*
EFNa 49,62% 16,52** 0,80 N° 0,65N°
Plaguetas 24,58% 32,69** 21,70% 3,53*
Hemécias 10,50% 0,94 NS 0,778 1,48 NS
Hematocritos 10,26% 0,42 NS 1,47 NS 1,97 NS
Hemoglobinas 10,15% 1,63N° 0,78 NS 1,54 NS
Leucocitos 19,24% 6,7* 1,66 NS 1,34 NS
Neutrdéfilos segmentados 22.79% 7,07* 2,23 NS 0,91 NS
Linfocitos 42,05% 4,59* 1,3N8 2,37%
Mondcitos 66,73% 4,81* 0,15NS 1,4N5
Pressdo arterial sistdlica 10,08% 4,39* 0,4NS 2,5*
Densidade urinéria 0,87% 11,38** 1,05N° 0,77

UPC - razéo proteina/creatinina urinaria. EFNa — excregao fracionada de sddio. C.V. — coeficiente de
variacdo. *P<0,05. ** P<0,01. “° nao significativo
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Tabela 8. Nimero de plaquetas (média * erro padrdo da média e dados da andlise estatistica) de
cdes normais (GN), cdes com erliquiose subclinica (GE) e caes com erliquiose e babesiose

subclinicas (GEB), avaliados em cinco tempos. Unesp — Jaboticabal, 2013

\ GRUPOS
Parametros Tempos GN (n=5) GE (n=15) GEB (n=10)
Basal 300,6 + 47,39 "¢ 74,67 +8,32 7 85,40 + 10,57 ™2
15 dias 310,4 + 54,20 " 227,36 + 17,93 *° 263,60 + 33,30 *°
Plaquetas (x107°/uL) 30 dias 308,6 + 47,58 " 231,60 + 23,37 ™" 257,20 + 25,30 *°
45 dias 320,6 + 32,01 "2 252,00 + 19,69 *° 281,80 + 43,50 *°
60 dias 315,8 + 46,18 *? 249,80 + 17,53 *° 240,70 + 76,17 *°
Basal 18,74 + 1,81 31,87 + 3,06 "2 44,76 + 6,48 72
15 dias 22,70 + 3,44" 34,12 + 4,767%2 41,98 +3,49°2
Ureia sérica (mg/dL) 30 dias 17,76 £ 2,76 °* 35,92 + 3,827 41,35 + 3,99 %
45 dias 15,16 + 2,29 34,44 + 2,952 37,75+ 3,42°2
60 dias 26,26 + 5,922 36,78 + 2,292 36,50 + 3,66 °2
Basal 125,40 + 1,64 " 154,07 + 5,05 B2 130,20 + 6,48 "2
15 dias 131,00 + 6,022 135,13 + 4,46 ™" 136,60 + 6,67
PAS (mm/Hg) 30 dias 132,40 + 5,83 139,93 + 4,40 138,20 + 5,25
45 dias 133,20 + 3,78 141,40 + 4,817 138,40 + 5,63
60 dias 141,00 + 4,722 137,20 + 4,36 139,90 + 4,29
Basal 0,25 + 0,06 *? 0,52 + 0,192 0,38 + 0,09
15 dias 0,52 + 0,13 0,32 +0,13™" 0,27 + 0,08
UPC 30 dias 0,23.+ 0,06 " 0,29 + 0,09”° 0,21 + 0,08
45 dias 0,25 + 0,082 0,28 + 0,10"" 0,19 + 0,07 "
60 dias 0,29 + 0,08 *° 0,31 +0,09”" 0,19 + 0,07 "
Basal 0,27 + 0,05 " 0,47 + 0,04 " 0,40 + 0,06 **
15 dias 0,25 + 0,06 " 0,60 + 0,08 *° 0,48 + 0,05
EFNa (%) 30 dias 0,23.+ 0,05 0,67 +0,10 * 0,43 + 0,06
45 dias 0,30 + 0,07 " 0,58 + 0,08 0,57 + 0,09
60 dias 0,24 + 0,04 0,63 + 0,08 * 0,62 + 0,07

PAS — pressao arterial sistolica; UPC — razao proteina/creatinina urinaria; EFNa — excrecao fracionada de sédio.
Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam variagdo significativa (p<0,05) entre 0s grupos ho mesmo
tempo. Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam variagao significativa (p<0,05) entre os tempos no
mesmo grupo (Tukey-Kramer).



[a
o
]

o
[e¢)
1

_|

Excrecdo fracionada de sédio (%)
o o
) IS
1 1
\Q

N
i

GN GE GEB

1.09

0.8 1

0.6

0.4 1

0.2

0.0 -

Excrecdo fracionada de s6dio (%)

200

150

100+

50 1

S6dio sérico (mEQq/L)

GN GE GEB

Figura 4 — Representagdo grafica das médias da excrecdo fracionada de sodio por grupo
(superior) e por tempo em cada grupo (intermediario) e sédio (inferior) de caes
normais (GN; n=5), cdes com erliquiose subclinica (GE; n=15) e cdes com
erliqguiose e babesiose subclinicas (GEB; n=10), avaliados nos momentos 0, 15,
30, 45 e 60 dias. O asterisco indica diferenca significativa pelo teste de Tukey.
SNUV — Unesp — Jaboticabal, 2013.
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Os resultados das urinalises dos trés grupos nos cinco tempos foram
semelhantes entre si. Os valores de densidade variaram entre 1,012>1,035
(concentracdo moderada) e 21,035 (concentragdo acentuada) representadas na
Tabela 9. A avaliagdo microscopica encontrou-se sedimento inativo na maioria das
amostras. Foi encontrada cilindrdria intermitente em dois caes do GN, trés do GE e
cinco do GEB. Tratavam-se de cilindros granulosos em quantidade < 1 por campo
(raros) em urina concentrada. Entretanto, a excrecdo urindria de proteina, estimada
pela UPC, revelou tanto amostras nado proteindricas quanto proteinUricas de
intensidade leve, moderada ou severa nos grupos de caes doentes (Tabela 9, Figura
7).
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6. DISCUSSAO

Existe unanimidade nos relatos de que machos e fémeas sdo acometidos
igualmente pela Ehrlichia canis (ISOLA et al., 2012; BANETH et al., 1996; HARRUS
et al.,, 1997). No presente estudo, dos 25 caes com erliquiose, constataram-se
valores proximos de machos (14) e de fémeas (11).

N&o héa relagdo da infeccdo pela Ehrlichia canis com raga ou faixa etaria
(BANETH et al., 1996; ISOLA et al. 2012). Entretanto, ha relato de que cées da raca
pastor alemdo tém maior predisposicdo a infeccdo (NYINDO, et al., 1980) e
sensibilidade quando ja infectados (HARRUS et al., 1997). No experimento houve
grande variacdo de racas entre os animais doentes (n=25). Houve predominancia de
caes sem raca definida (n=9), correspondendo a 36%. Tipicamente, os caes SRD
atendidos no local onde o estudo foi desenvolvido, predominam em todas as areas
de especialidade clinica ou cirargica. Quanto a idade, os pacientes tinham entre 1 a
10 anos com média de 4,2 e 5,8 anos para o GE e GEB, respectivamente.

Dos fatores que motivaram a consulta constatou-se, que a maioria dos
animais (n=10), foi levada para check-up (33%). Em um estudo retrospectivo com
410 cées positivos a RIFI, 68 eram positivos para infeccdo por E. canis, mas nao
apresentavam sinais clinicos e foram levados ao veterinario para check-up ou
vacinacdo (BANETH et al., 1996).

O segundo motivo de consulta mais observado foi apetite caprichoso
associado ou ndao com emaciagcdo (n=5), correspondendo a 17% dos pacientes.
Frank e Breitschwerdt (1999) relatam que em 62 cées, positivos a RIFI para infec¢éo
por E. canis, 21 (34%) e 15 (24%), apresentavam, dentre os sinais clinicos mais
comuns, alteracao de apetite e perda de peso, respectivamente.

Quanto aos achados da ultrassonografia abdominal dos pacientes infectados,
constatou-se que dos 15 pacientes do grupo GE e dos 10 do grupo GEB, 12 e 9,
respectivamente, apresentaram somente esplenomegalia. Hepatoesplenomegalia
ocorreu em apenas em trés cades do GE e em um cdo do GEB, embora haja
evidéncias de predominancia de acometimento hepatico na infeccdo babesial
(WELZL et al., 2001).
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Dentre os inUmeros achados que caracterizam a fase aguda da erliquiose,
descreve-se a hepatoesplenomegalia (WANER et al., 1999; HARRUS, NEER, 2006).
As alteracdes de baco e figado podem ser caracterizadas, em cdes naturalmente
infectados, pela infiltracdo extensa de plasmocitos no parénquima destes e diversos
outros orgdos (HILDEBRANDT et al., 1973). Em experimento com infeccao
experimental, Castro et al. (2004) sugerem que o quadro de vasculite imunomediada
pode desempenhar papel central na patogénese da erliquiose monocitica canina e
no desenvolvimento das lesGes encontradas nos diversos tecidos e 6rgaos. Animais
que passam da fase aguda para a subclinica permanecem infectados (HARRUS et
al., 1998), o que poderia justificar a persisténcia dos aumentos de baco e figado
encontrados nos pacientes do presente estudo.

No presente estudo, consideramos como padrdo ouro para o diagndéstico de
erliquiose o teste dot-ELISA positivo combinado com trombocitopenia e histérico de
infestacdo por carrapato. Segundo Nakaghi et al, (2008); Harrus e Waner (2011),
dentre os testes sorologicos, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tem
sido considerada a mais aceita e amplamente usada para o diagndstico da
infeccao/exposicéo por Ehrlichia spp. Entretanto, Harrus e Waner (2011) relatam que
em estudo comparando de técnicas soroldgicas, houve maior positividade dos
resultados ao dot-ELISA (kit Immunocomb?) em relacdo & RIFI. Concluiram que a
maior positividade esta relacionada a maior especificidade e sensibilidade do dot-
ELISA. A contagem de plaquetas € uma ferramenta importante (BULLA et al., 2004)
e quando considerada juntamente com teste sorolégico, durante a triagem, constitui
protocolo diagnéstico apropriado (HARRUS et al, 2011).

Dos 25 cées dados como infectados por E. canis, obtiveram-se 20 (80%)
amostras positivas pela RIFI e somente trés (12%) positivas pela PCR a partir de
sangue total. O numero reduzido de resultados positivos pela PCR se deve,
provavelmente, a ocorréncia de falso-negativos. Nas fases subclinica e crénica o
agente pode ndo estar mais presente no sangue periférico e os resultados negativos
devem ser interpretados sempre com muita cautela (HARRUS et al., 2004). Existe
mais chance de deteccdo do DNA erliquial em amostras de sangue esplénico.
Assim, a PCR de sangue do 6rgao fica indicada quando a amostra de sangue
periférico apresentar resultados negativos (HARRUS et al., 2004, FARIA et al 2010).
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No entanto, na rotina e em estudos clinicos, como no caso presente, a busca por
diagnéstico etiologico pode nédo ser prioridade em virtude das desvantagens de
custo e risco para o paciente.

Quanto ao diagnéstico por exame de esfregacos de sangue, Woody e
Hoskins, (2008) encontraram somente 4% de casos positivos para a deteccdo de
morulas de E. canis. Contudo, segundo Harrus e Waner (2011), a avaliacdo de 1000
campos de imersao (x1000) em esfregacos de sangue, pode aumentar a
sensibilidade do teste para 66%. Por outro lado, as morulas sdo encontradas por um
curto periodo de tempo na circulagdo, ndo sendo mais observada durante as fases
subclinica e cronica (NAKAGHI et al., 2008). No presente estudo, a pesquisa de
morula foi adotada como teste diagndstico preliminar com o intuito de excluir os
casos positivos sugestivos de fase aguda, antes que outros procedimentos onerosos
fossem conduzidos, mas todos os resultados foram negativos.

Como ja& é conhecido, animais adultos infectados por Babesia vogeli sdo
frequentemente assintomaticos e com parasitemia baixa, o que dificulta o
diagndstico ao exame de rotina, incluindo avaliacao de esfregaco sanguineo (IRWIN;
HUTCHINSON, 1991). Entretanto, a espécie de carrapato Rhipicephalus
sanguineus, que € o vetor natural da Ehrlichia canis, também transmite a Babesia
vogeli, agentes etiologicos da erliquiose e babesiose, respectivamente, no Brasil
(LABRUNA; PEREIRA, 2001). Assim, no protocolo experimental foi incluida prova
soroldgica para diagnostico de babesiose (RIFI para o sistema B. vogeli). Dos 25
cées infectados por Ehrlichia canis, no presente estudo, 10 (40%) apresentaram-se
coinfectados por Babesia vogeli, de acordo com os resultados da prova sorolégica.
O achado reflete a realidade da rotina clinica da regido de onde provieram 0s caes
avaliados e, assim, os pacientes com infeccdo mista foram incluidos no estudo para
compor o grupo de caes com infeccao mista (GEB).

Sabe-se que a presenca de leucopenia revelada ao hemograma é um achado
marcante nos animais infectados pela E. canis nas fases aguda e crbnica e a
anemia faz parte da erliquiose cronica (HARRUS; WANNER, 2011) e também dos
quadros agudas de babesiose (IRWIN; HUTCHINSON, 1991. No presente estudo,
foram encontrados valores normais de hemacias, leucocitos totais, neutrofilos,

linfécitos e mondcitos, o que reforga o diagndstico de subclinica.
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A Unica alteracdo encontrada ao hemograma foi a trombocitopenia no
momento basal (dia zero), nas amostras dos cédes doentes GE e GEB.
Trombocitopenia moderada a severa € um achado hematoldgico importante, na fase
aguda da erliqguiose monocitica canina e vem acompanhado de reducdo moderada
da contagem de leucécitos. Entretanto, na fase subclinica trombocitopenia
moderada € o unico achado hematoldgico observado (HARRUS; WANNER, 2011).

A trombocitopenia também pode fazer parte do quadro hematoldgico de caes
infectados por Babesia vogeli (PETER, 2010). Em estudo conduzido por Defauw et
al. (2012), todos o0s animais positivos para Babesia rossi apresentaram
trombocitopenia moderada ou severa. No entanto, os animais avaliados foram
testados para coinfeccdo por E. canis, somente pelo uso da PCR, o que né&o
descarta a possibilidade da presenca de animais com erliquiose em fase subclinica,
ja que na maioria dos casos, estes sdo negativos a PCR e muitas das vezes
diagnosticados somente por meio de testes soroldgicos.

A trombocitopenia apresentada por cdes com E. canis, tem sido atribuida a
mecanismos severos que se apresentam individualmente ou em conjunto, 0s quais
incluem o aumento do consumo de plaguetas ou sequestro (WOODY; HOSKINS,
1991). J& se sabe que um componente imunomediado esta envolvido no processo
(WANER et al., 1995). No presente estudo, os caes doentes foram tratados a partir
da avaliacdo basal. Esta intervencéo foi associada com aumento dos numeros de
plaguetas ja aos 15 dias quando os valores atingiram a normalidade para a espécie
(180-400 x103%uL), indicando resposta positiva ao tratamento.

Apesar da hipergamaglobulinemia observada em estudo experimental com
cdes da raca beagle em fase subclinica (WANNER et al, 1997), estd nado foi
evidenciada no presente estudo e, raros foram 0os momentos em que o valor de
globulina estava pouco acima do intervalo de referéncia para espécie (2,7 — 4,4 g/L),
tanto no grupo de animais normas e doentes.

Os dados disponiveis sobre comprometimento renal em cées com erliquiose
ou babesiose ainda séo insuficientes para aprofundar o conhecimento a cerca da
etiopatogenia do processo. Em dois estudos retrospectivos com caes naturalmente
infectados por E. canis, foi observada elevacao sérica de ureia em (35%) e (21%)

dos animais amostrados, respectivamente (HARRUS et al., 1997; FRANK et



44

al.,1999). O fato pode ter associacdo a um quadro de gromerulopatia. Codner et al.
(1992), em estudo experimental utilizando microscopia de Optica, imunohistoquimica
e microscopia eletronica, relata que alguns animais infectados pela E. canis podem
desenvolver glomerulopatia relacionada a deposicdo de imunocomplexos. A
evolucdo do quadro pode predispor os animais acometidos a insuficiéncia renal
cronica e proteinuria (FRANK et al., 1999). Em caes com infec¢cao experimental por
Dentre outras alteragbes que foram atribuidas a patogenia da EMC, Castro et al.
(2004) constataram infiltrado de células inflamatérias evidente nos rins. Defauw et al.
(2012), que avaliaram cées infectados naturalmente por Babesia rossi, espécie mais
patogénica que a B. vogeli, diagnosticaram alteracdo glomerular e tubular por meio
de avaliacdo de marcadores urinarios.

Os dados do presente estudo evidenciam que a EMC, com ou sem coinfec¢ao
por B. vogeli, esta associada com alteracdo funcional glomerular. Além de
proteindria (UPC>0,2) em 53% dos pacientes do GE e 70% dos pacientes do GEB.
Acredita-se que tenha havido diminuicdo da carga de sdédio filtrado e aumento da
pressédo arterial nos cdes do GE. A EFNa manteve-se dentro dos limites normais de
variacao (até 1%), como esperado em animais em jejum com func¢&o tubular normal
(FINCO, 1995; LEFEBVRE et al., 2008), mas houve variacao entre 0S grupos pois as
médias dos cdes doentes (GE e GEB) foram significativamente maiores do que a
dos cées sadios.

O aumento da EFNa ocorre como mecanismo de compensacdo para a
diminuicdo da carga filtrada de sddio e consequente manutencdo da homeostase.
Segundo Martinez e Carvalho (2010), os mecanismos compensatorios renais
observados na doenca renal cronica sao suficientes para manter a homeostase de
sédio e outros ions pelo menos durante os estagios iniciais. A avaliacdo da excrecao
renal de sodio pode evidenciar déficit da funcdo renal mesmo nos estagios iniciais
da doenca renal cronica. No presente estudo, as concentracdes séricas de sédio
permaneceram dentro dos valores de referéncia ao longo dos 60 dias de avaliacao,
para os trés grupos de animais e ndo houve diferenga estatistica entre sadios e
doentes, evidenciando que a homeostase de sodio estava sendo mantida pela
excrecao apropriada do ion. Este conjunto de achados sugere que em virtude de

lesdo glomerular decorrente da erliquiose e babesiose houve diminuicdo da taxa de
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filtracdo glomerular com consequente aumento da filtracdo de proteina, aumento da
presséao arterial (GE- valor basal) e diminuicdo da carga filtrada de sddio. O aumento
da presséo arterial pode estar relacionado com retencdo de sodio. As diminuicdes
da excrec¢do urinaria de proteina e da pressao arterial relacionadas ao tratamento
das doencas confirmam as hipéteses firmadas.

Outro achado a ser considerado refere-se a concentracéo sérica de ureia que
foi significativamente maior nos caes doentes (GE e GEB). Embora dentro do
intervalo de referéncia para a espécie, 0s valores mais altos de ureia em amostras
coletadas apds jejum, neste caso, podem refletir tanto aumento das taxa de
metabolismo proteico como diminuicdo leve da taxa de filtracdo glomerular dos caes
com doentes. A Ultima hipétese pode ser considerada em conjunto com os achados
de proteindria, excrecéo fracionada de sodio e pressao arterial, a favor da existéncia
de lesdo glomerular.

No presente estudo ndo foram realizados exames histopatoldgicos, contudo,
os achados das avaliacbes funcionais sugerem fortemente que cdes com EMC
subclinica, com ou sem coinfec¢@o por Babesia vogeli, apresentam glomerulopatia
de curso insidioso. Assim, pode ser sugerido que em areas endémicas para estas
doencas, as avaliacfes de rotina incluam contagem de plaquetas e teste soroldgico
rapido para diagnostico de erliquiose para cdes com histérico de parasitismo por
carrapatos. Intervencdes precoces poderao prevenir 0os casos, tdo comuns em nosso
meio, de erliquiose cronica diagnosticada somente quando a insuficiéncia renal

cronica se manifesta.
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CONCLUSOES

A PCR a partir de sangue periférico ndo € o melhor teste diagndéstico para

animais com EMC em fase subclinica.

A normalizacdo do nimero de plaquetas de animais com EMC em fase
subclinica, ap0s intervencdo terapéutica, confirma a eficacia dos testes
sorologicos e da presenca de trombocitopenia como uma boa triagem

diagndstica no primeiro momento de avaliacao.

Os parametros, densidade urinaria, sedimentoscopia urindria,
concentragfes séricas de creatinina, proteina total, albumina e sodio ndo
sdo apropriados para investigagcdo de envolvimento renal em cédes com
EMC.

A EMC subclinica, com ou sem coinfeccdo por B. vogeli, estd associada

com alteracéo funcional glomerular.
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