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AVALIACAO ADRENOCORTICAL, TIREOIDEANA E DO ESTRESSE OXIDATIVO
DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS POR Ehrlichia canis

RESUMO - A erliquiose em caes, causada pela bactéria Ehrlichia canis, € uma
hemoparasitose com distribuicdo mundial, de natureza multissistémica e com
reflexos clinico-hematoldégicos diversos e importantes, que pode causar o O6bito,
tanto por suas alteragdes hematolégicas quanto por possiveis alteragbes imuno-
inflamatdrias, oxidativas e hormonais consequentes. Tendo em vista a importancia
da manutengdo do equilibrio dos mecanismos hormonais e oxidativos na saude
animal, é de interesse clinico conhecer o comportamento dos eixos hipotalamo-
hipéfise-adrenocortical e hipotalamo-hipéfise-tireoide em doencgas multissistémicas,
como é o caso da infeccdo naturalmente adquirida por E. canis em caes, assim
como da possibilidade do estresse oxidativo contribuir para a gravidade dos sinais
clinicos. Assim, foram conduzidas avaliagdes das concentracdes séricas de cortisol
e de sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S) pré e pds-estimulagdo com
horménio adrenocorticotropico (ACTH) sintético; do horménio estimulador da tireoide
(TSH), de T4 total (tetraiodotironina), T4 livre e de autoanticorpos anti-tireoglobulina
séricos; do oxido nitrico (NOx), produto proteico de oxidagdo avancada (AOPP) e
poder redutor de ions ferro (FRAP). As avaliagdes foram realizadas em soro de caes
com infecgado naturalmente adquirida por Ehrlichia canis no momento do diagndstico
e apos o tratamento com hiclato de doxiciclina [5mg/kg (grupo Il; n=6) e 10mg/kg
(grupo lll; n=6) a cada 12 horas, por 30 dias]. Amostras de soro obtidas de cées
(n=6) saudaveis, provenientes do canil do Hospital Veterinario da FCAV/Unesp,
Jaboticabal, foram utilizadas como controle (grupo 1). A analise de variancia de
medidas repetidas foi utilizada para avaliar as respostas e a comparagao de médias
aos pares foi feita usando o teste de Tukey entre os grupos |, Il e lll, e pelo teste T-
Student com correcdo de Welch entre o grupo | e os grupos Il e lll, em conjunto. O
nivel de significancia adotado foi de 5%. Caes naturalmente infectados por E. canis
mostraram adequada capacidade de secretar cortisol frente ao estimulo do ACTH e
apresentaram maiores concentragcdes de DHEA-S que os caes saudaveis no tempo
inicial do estudo. Os caes com erliquiose apresentaram maiores concentragdes de
anticorpos anti-tireoglobulina que os caes saudaveis, embora nao manifestassem a
sindrome do eutireoidismo doente. Os grupos de cées doentes apresentaram
maiores concentragcdes de NOx, AOPP e do FRAP que o grupo de caes saudaveis
no inicio do estudo. Os tratamentos instituidos promoveram reducido das
concentragbes de DHEA-S, anticorpos anti-tireoglobulina, 6xido nitrico e produto
proteico de oxidagdo avancada nos caes doentes, porém, sem efeito dose-
dependente evidenciado.

Palavras-chave: caninos, infec¢ao, erliquiose, horménios, oxidacao
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ADRENOCORTICAL, THYROID AND OXIDATIVE STRESS EVALUATION IN
DOGS NATURALLY INFECTED WITH Ehrlichia canis

ABSTRACT - Canine ehrlichiosis, caused by the bacterium Ehrlichia canis, is
a disease with worldwide distribution with important hematological and clinical
aspects, that may lead to death, both for its hematological disturbances and for
possible consequent immune and inflammatory, oxidative and hormonal changes.
Considering the importance in maintaining the balance of hormonal and oxidative
mechanisms for animal health, it may be important to assess the hormonal behavior
of hypothalamic-pituitary-adrenal and hypothalamic-pituitary-thyroid axis in
multissystemic disorders, as naturally acquired infection by E. canis, as well as the
possibility of oxidative stress improves the severity of the clinical signs. Thus, cortisol
and dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S) pre and post-synthetic
adrenocorticotropic hormone (ACTH) levels; thyroid-stimulating hormone (TSH), total
T4 (tetraiodothyronine), free T4 and antithyroglobulin antibody; nitric oxide (NOXx),
advanced oxidation protein product (AOPP) and ferric reducing antioxidant power
(FRAP) were measured. The assessments were performed from sera of dogs
naturally infected with E. canis at baseline and after treatment with doxycycline
hyclate [5mg/kg (group II; n=6) and 10mg/kg (group Ill; n=6) every 12 hours, for 30
days]. Serum samples of healthy dogs (n=6) from the kennel of the Veterinary
Teaching Hospital of FCAV/Unesp, Jaboticabal, were used as control (group I).
Repeated measures analysis of variance of was used in order to evaluate responses,
and mean comparison was performed with Tukey’s test between groups |, Il and lll.
T-Student test followed by Welch's correction was used to compare group | with
groups Il and Ill. P value was set at 5%. Dogs naturally infected with E. canis have
shown adequate capacity in secreting cortisol before ACTH stimulation, and have
presented greater DHEA-S levels than healthy dogs at baseline moment of the study.
Dogs with ehrlichiosis have shown greater levels of antithyroglobulin antibodies than
healthy dogs, although euthyroid sick syndrome has not been identified in those
dogs. Both groups of sick dogs have presented higher levels of NOx, AOPP and
FRAP than control group at baseline. The treatments with doxycycline hyclate
caused reduction in DHEA-S, antithyroglobulin antibody, NOx and AOPP levels of
sick dogs, however, without evidence of dose-dependent effect.
Keywords: canine, infection, ehrlichiosis, hormones, oxidation
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1 INTRODUCAO

O estado de doenga pode promover varias alteragdes metabdlicas no
individuo, com o intuito de restabelecer a homeostase. Neste ambito, os
horménios mostram-se essenciais para a adaptacdo do organismo as
alteracbes ambientais internas e externas. Portanto, alteragbes hormonais
podem ser esperadas em diferentes enfermidades de natureza n&o endécrina.
Logo, a imprecisdo na identificagdo destas alteragbes hormonais que
acompanham o estado de doenga pode culminar no diagnéstico inadequado de
endocrinopatias primarias, assim como na instituicdo terapéutica inadequada.

Na Medicina, estas alteragdes sao estudadas ha aproximadamente
meio século, desde os primeiros trabalhos sobre este assunto, como as
revisdes de Kass e Finland (1953) sobre os horménios adrenocorticais e suas
influéncias na imunidade. Anos mais tarde, Semple (1986) abordou as
alteragdes hormonais em doencas nao enddcrinas. Possiveis interferéncias de
diferentes doengas no perfil endoécrino em humanos sido conhecidas,
especialmente quanto aos hormdnios tireoideanos, adrenocorticais, insulina e
horménio do crescimento. Ja na Medicina Veterinaria, os trabalhos desta
natureza sao escassos, e muitas duvidas ainda permanecem sobre as
alteragcbes hormonais advindas de desordens ndo enddcrinas nas espécies
animais.

A erliquiose monocitica canina € uma doenga mundialmente
diagnosticada e representa um importante problema na saude dos caes. Na
fase aguda, promove alteragdes clinicas tais como hiporexia ou anorexia, febre,
uveite, esplenomegalia, perda de peso, dor articular e prostracdo; na fase
subclinica, o cdo, na maioria das vezes € assintomatico; ja na fase crdnica,
pode haver prostracdo e alteracdes do apetite. E considerada por Varshney,
Varshney e Hoque (2003) como uma doenga catabolica. Contudo, alteragbes
hormonais podem ser esperadas, como mostram alguns estudos com
delineamentos experimentais diferentes (KUMAR; VARSHNEY; VARSHNEY,
2006; RONDELLI et al., 2015a e b).



21

Neste sentido, o estudo em tela pretendeu contribuir nesta area do
conhecimento, investigando aspectos sobre os mecanismos endocrinos
envolvidos na erliquiose canina e respondendo algumas questdes de cunho
clinico, como: “E confiavel avaliar os horménios adrenocorticais ou tireoideanos
de caes com erliquiose e suspeitos de endocrinopatias?”; “O quao confiaveis
seriam esses resultados?”; “Deveriamos tratar a hemoparasitose inicialmente e
posteriormente avalia-los por meio das dosagens hormonais?”. Questbes
clinicas como estas sado frequentemente formuladas, especialmente pelo fato
de a erliquiose ser uma doencga infecciosa de alta prevaléncia na rotina clinica
da nossa regido e, por muitas vezes, apresentar-se como comorbidade em
pacientes endocrinopatas.

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa identificaram o
comprometimento hormonal adrenocortical em caes com infecgao natural por
E. canis, evidenciado pelo aumento da concentragdo do horménio DHEA-S em
caes doentes. Em contrapartida, o cortisol sérico desses mesmos caes doentes
nao diferiu dos caes saudaveis, quando comparamos as concentragdes do
hormdnio antes e apds a estimulacdo com ACTH. Outro estudo conduzido pelo
mesmo grupo mostrou que cdes com erliquiose monocitica, natural ou
experimentalmente induzida, apresentam maior concentracdo do DHEA-S,
quando comparados a caes saudaveis.

Os radicais livres e outras espécies reativas do oxigénio desempenham
importante fungdo no dano tecidual em varios processos patolégicos (NOHL;
ESTERBAUER; RICE-EVANS, 1996), resultando no aumento da peroxidagao
lipidica, oxidagéo proteica e quebra do DNA (HALLIWELL, 1994; WITKO-
SARSAT et al.,, 1998). Em algumas doengas parasitarias, tais como a
babesiose e a rangeliose caninas, o dano oxidativo provocado pode contribuir
com o agravamento do quadro clinico (CHAUDHURI; VARSHNEY; PATRA,
2008; FRANCA et al.,, 2012). Ademais, estudos sobre o efeito do estresse
oxidativo na fisiopatogenia da erliquiose canina sdo escassos € 0S poucos s&o
discordantes.

Sendo assim, o presente estudo teve como propdsito avaliar os eixos

hormonais hipotalamo-hipofise-adrenocortical e hipotalamo-hipofise-tireoide,
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além de verificar a integridade dos mecanismos de defesa pelo balango de
moléculas oxidantes e antioxidantes em caes naturalmente infectados por
Ehrlichia canis, antes e apds o tratamento com hiclato de doxiciclina.
Especificamente, pretendeu-se avaliar as concentragdes séricas de cortisol e
de sulfato de dehidroepiandrosterona pré e pds-estimulacdo com ACTH
(hormobnio adrenocorticotropico) sintético, de TSH, T4 total, T4 livre por dialise
e de anticorpos anti-tireoglobulina, 6xido nitrico (NOXx), do produto proteico de
oxidagao avancada (AOPP) e do poder redutor de ions ferro (FRAP) em caes
naturalmente infectados por E. canis, no momento do diagndstico e apds os
tratamentos com hiclato de doxiciclina, utilizando-se as doses aproximadas de
5mg/kg (Grupo IlI) e 10mg/kg (Grupo Ill) a cada 12 horas por 30 dias. Ainda,
objetivou-se avaliar se o efeito dose do hiclato de doxiciclina pode interferir nas
respostas hormonais e no estresse oxidativo, comparando-se as variaveis
analisadas nos cées tratados com as diferentes doses do farmaco e, ademais,
avaliar se o tratamento com hiclato de doxiciclina, independente da dose, pode
interferir nos parametros estudados, quando comparadas as variaveis dos caes

doentes com as do grupo controle.

2 REVISAO DE LITERATURA

21 Erliquiose monocitica canina

A erliquiose monocitica canina € uma doenga multissistémica provocada
pela bactéria gram-negativa Ehrlichia canis. A descrigdo pioneira da infecgao
de caes por E. canis data de 1935, de autoria de Donatien e Lestoquard,
identificada em um cdo da raca pastor alemdo, na Argélia (DONATIEN;
LESTOQUARD, 1937). Posteriormente, durante a guerra do Vietna (1955 -
1975), centenas de caes do exército americano infectados por E. canis
desenvolveram quadro clinico semelhante, marcado por hemorragia,
prostracao, anemia e leucopenia, chamada na época de pancitopenia tropical
canina (HUXSOLL et al., 1970).
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No Brasil, o primeiro registro de infecgdo por E. canis ocorreu em Belo
Horizonte-MG, por Costa et al. (1973); o segundo em 1978, por Maregatti em
Jaboticabal-SP (MACHADO, 2004). Acredita-se que a bactéria chegou a terras
brasileiras por meio da aquisicdo de caes da raga pastor alemao,
possivelmente infectados, advindos dos Estados Unidos da América, ao se
observar a coincidéncia das datas citadas no histérico anteriormente descrito
(CAMACHO, 2015"). Nos dias atuais, a doenga é mundialmente distribuida e
representa um problema importante de saude canina (LAPPIN, 2006).

Ehrlichia canis € um parasita intracelular obrigatério que tem tropismo
por mondcitos, linfocitos e trombdcitos, apresentando-se na forma de cluster
intracitoplasmatico, denominado moérula (NEER; HARRUS, 2006). O carrapato
marrom do cdo (Rhipicephalus sanguineus) € o vetor da doenga, por meio da
inoculagdo do parasita pela secre¢cdo da saliva infectada (MOREIRA et al.,
2003; BULLA et al., 2004; DAGNONE, et al., 2009). Moraes-Filho et al. (2013)
sugerem que a linhagem tropical do R. sanguineus, encontrada em grande
parte do Brasil, apresenta competéncia vetorial superior a linhagem temperada,
presente no sul do Brasil e da América Latina. Tal fato explicaria a frequéncia
reduzida de caes infectados por E. canis no sul do pais, em contraste com as
demais regides.

O periodo de incubacao natural da doenca é de oito a 20 dias, quando
os parasitas multiplicam-se nos macréfagos e espalham-se pelo organismo
(NEER; HARRUS, 2006). O curso subsequente da erliquiose canina se
subdivide nas fases aguda, subclinica e crénica, embora estes estadios sejam
mais apropriadamente observados na infecgdo experimental (CASTRO et al.,
2004; HARRUS et al., 2004; MUNHOZ et al., 2009; FARIA et al., 2011).

Na fase aguda, que perdura de duas a quatro semanas, o animal pode
apresentar sinais clinicos de febre, secrecao 6culo-nasal serosa ou purulenta,
hiporexia a anorexia, emaciacdo, linfadenomegalia, uveite, prostracao,
tendéncia a hemorragias, e a infestagdo por carrapatos geralmente é reportada
pelo proprietario (CASTRO et al., 2004; LAPPIN, 2006; MUNHOZ et al., 2009;

FARIA et al., 2011). Cegueira e sinais neurologicos devido a meningite sao

' CAMACHO, A. A. (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, Julio de Mesquita
Filho — Campus de Jaboticabal). Comunicagao pessoal, 2015.
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descritos na literatura (HARRUS; WANER, 2011). Pode haver, ainda,
esplenomegalia, trombocitopenia, leucopenia e anemia (NEER; HARRUS,
2006).

A fase subclinica, por sua vez, inicia-se de seis a nove semanas apoés a
infeccdo e pode se manifestar em até meses ou anos (LAPPIN, 2006). Nesta
fase, o cédo é assintomatico, apresenta trombocitopenia leve a moderada
(NEER; HARRUS, 2006; HARRUS; WANER, 2011), e titulos de anticorpos anti-
E. canis variados, atribuidos, por alguns pesquisadores, a permanéncia da
bactéria no baco do animal (HARRUS et al., 2004).

A fase crénica se estabelece quando as demais fases sao ultrapassadas
e manifesta-se por sinais semelhantes aos da fase aguda (HARRUS; WANER,
2011), que culmina em hipoplasia ou aplasia da medula 6ssea (NEER;
HARRUS, 2006). Todavia, estudos de diferentes pesquisadores (TAJIMA;
RIKIHISA, 2005; UNVER; HUANG; RIKIHISA, 2006; MUNHOZ et al., 2009;
FARIA et al., 2011) claramente demonstraram que os sinais clinicos diferem,
em ordem de manifestacdo e importancia, entre os caes infectados por
diferentes amostras de E. canis. A doencga nao apresenta predilecao por idade,
sexo ou raga, embora pareca que caes da raga pastor alemdo apresentem a
forma mais grave da doenga, com elevadas morbidade e mortalidade, quando
comparada a outras ragas (NYINDO et al., 1980; HARRUS; WANER, 2011).

O diagndstico da erliquiose canina pode ser baseado nos sinais clinicos
manifestados e nos resultados dos testes laboratoriais, de modo que a
contagem de plaquetas e a sorologia sdo adequadas na triagem. Entretanto, as
técnicas de PCR (Reagdo em Cadeia pela Polimerase) sao os testes
confirmatodrios da positividade ao agente (HARRUS; WANER, 2011). A
identificacdo de moérulas no sangue periférico (LAPPIN, 2006; NEER;
HARRUS, 2006; FARIA et al., 2010) ou em aspirados esplénicos do animal
suspeito (FARIA et al., 2011) caracterizam a fase aguda da doenca. Esta
técnica que apresenta especificidade e sensibilidade reduzidas, pelo fato de
que a percentagem de células infectadas circulantes € menor que 1%

(CADMAN et al.,, 1994). A sensibilidade desta técnica aumenta quando sao
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utilizadas papa de leucocitos de sangue periférico ou aspirados esplénicos
como amostras para a pesquisa de mérulas (FARIA et al., 2010).

As técnicas soroldgicas sdo amplamente empregadas no diagndstico da
erliquiose. A Reacgao de Imunofluorescéncia Indireta é considerada o “padrao-
ouro” sorologico. Outra técnica também utilizada € o Dot-ELISA, disponivel em
kits comerciais rapidos, a qual apresenta sensibilidade e especificidade
semelhantes as da Imunofluorescéncia Indireta (OLIVEIRA et al., 2000;
HARRUS; WANER, 2011). Uma limitacdo do uso das técnicas sorolégicas é
que os titulos de anticorpos anti-E. canis permanecem elevados por tempo
ainda nao bem definido e, posteriormente, reduzem, mas persistem por meses
ou anos (LAPPIN, 2006), de modo que a sorologia positiva ndo deve ser
interpretada isoladamente no diagnéstico da erliquiose (HARRUS; WANER,
2011).

A PCR é um método sensivel na deteccado de DNA de E. canis, que
pode ser detectado de quatro a dez dias pds-infec¢ao, periodo que precede a
soroconversdo (IQBAL; CHAICHANASIRIWITHAYA; RIKIHISA, 1994). A
positividade confirma a doenga (NEER; HARRUS, 2006; NAKAGHI et al.,
2010), embora resultados negativos ndo excluam que a amostra analisada seja
livre de DNA do parasita (HARRUS; WANER, 2011). Quando comparadas, as
amostras de aspirado esplénico se mostram mais sensiveis que as de sangue
periférico (HARRUS et al., 2004; BANETH et al., 2009). Ainda, segundo Baneth
et al. (2009), a PCR em tempo real é mais sensivel que a PCR convencional,
além de ser menos suscetivel as contaminagdes externas.

As tetraciclinas sao os farmacos de escolha no tratamento da erliquiose
canina, sendo a doxiciclina e a minociclina as empregadas com maior
frequéncia (NEER et al., 2002; NEER; HARRUS, 2006). Estes antimicrobianos
sdo bacteriostaticos lipossoluveis, prontamente absorvidos e que atingem
concentragbes séricas e intracelulares satisfatorias, fatores importantes na
eliminacdo do parasita intracelular (SPINOSA, 2002). Em casos né&o
complicados, a melhora clinica ocorre de 24 a 48 horas apds o inicio do
tratamento com tetraciclinas (NEER et al., 2002). O Grupo de Estudos em

Doencgas Infecciosas do Colégio Americano de Medicina Veterinaria sugeriu,
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em um consenso em erliquiose, a dose de doxiciclina de 10mg/kg, via oral, a
cada 24 horas, por 28 dias para o tratamento da erliquiose monocitica canina
(NEER et al., 2002). Todavia, um estudo sugere que a E. canis possa persistir
em caes que desenvolveram a doenca experimental e foram tratados com
doxiciclina na dose sugerida pelo consenso. Carrapatos da espécie
Rhipicephalus sanguineus livres de patdégenos que se alimentaram nesses
cdes apos o tratamento apresentaram-se positivos na PCR para a E. canis
(McCLURE et al., 2010).

Em nossa rotina clinica, o protocolo terapéutico adotado por anos foi
adaptado de Troy e Forrester (1990) e utilizado por Munhoz et al. (2012) no
tratamento de cdes infectados experimentalmente por E. canis, amostra
Jaboticabal. Neste protocolo, a prescricao € de 5mg/kg de doxiciclina, via oral,
a cada 12 horas por 28 dias. Entretanto, observamos na rotina clinica que as
mais rapidas recuperag¢des dos cdes infectados sdo conseguidas quando se
emprega doxiciclina na dose de 10mg/kg a cada 12 horas, por 30 dias
(TINUCCI-COSTA, 20142).

2.2 Hormoénios adrenocorticais

O cortex adrenal € composto por trés camadas secretoras: as zonas
fasciculada e reticulada, que sintetizam hormonios sexuais e cortisol, € a zona
glomerulosa, que sintetiza e secreta aldosterona (HERRTAGE, 2009). A zona
fasciculada atua em conjunto com a zona reticulada, de modo que apenas as
células destas camadas possuem a enzima 17-a-hidroxilase (renomeada como
CYP17) e podem sintetizar 17-hidroxipregnenolona e 17-hidroxiprogesterona,
precursores do cortisol e dos andréogenos adrenais. A zona glomerulosa, por
sua vez, é deficiente da atividade da enzima 17-a-hidroxilase (CYP17), o que
rende a esta camada a incapacidade de sintetizar cortisol ou andrégenos. Em

contraste, apenas as células da zona glomerulosa possuem as enzimas

2 TINUCCI-COSTA, M. (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, Julio de
Mesquita Filho — Campus de Jaboticabal). Comunicagao pessoal, 2014.
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necessarias para a desidrogenagdo da 18-hidroxicorticosterona e sintese da
aldosterona (FELDMAN & NELSON, 2004).

A sintese dos esteroides se inicia com a agao de enzimas catalisadoras
do citocromo P450 sobre o colesterol. Lipoproteinas plasmaticas sao as
principais fontes de colesterol adrenal, embora a sintese a partir de acetato
também ocorra. Um pequeno estoque de colesterol livre esta disponivel para
as adrenais, para que haja resposta rapida quando houver estimulo. Quando
este estimulo ocorre, ha aumento na hidrélise de ésteres do colesteril,
convertendo-o a colesterol livre, além do aumento do uso das lipoproteinas
plasmaticas e aumento da sintese de colesterol adrenal (ENGELKING, 2010).

A produgao de cortisol pelas adrenais é regulada pelo CRH (hormdnio
estimulador de corticotropina) hipotalamico e pelo ACTH (hormdnio
adrenocorticotropico) hipofisario (SCOTT-MONCRIEFF, 2007). As zonas
fasciculada e reticulada respondem ao ACTH e sao estimuladas a rapida
sintese e secrecao de cortisol, de modo que a concentracédo plasmatica deste
horménio aumenta minutos apés a liberagdo do ACTH (FELDMAN; NELSON,
2004; ENGELKING, 2010). As propriedades de estimulagdo do ACTH na
secrecgao adrenocortical dos mineralocorticoides e dos esteroides androgénicos
s&o menos importantes (FELDMAN; NELSON, 2004).

Os corticosteroides, de modo geral, exercem influéncia no metabolismo
de carboidratos, lipidios e proteinas e estdo envolvidos na regulagao
hidroeletrolitica, além de possuirem atividades anti-inflamatérias e
imunossupressoras bem conhecidas (HERRTAGE, 2009).

O sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S), um metabdlito da
dehidroepiandrosterona (DHEA), € um precursor esteroide sintetizado a partir
do colesterol e secretado pela zona reticulada adrenocortical. Ha também
pequena sintese deste hormonio pelas gbnadas e pelo cérebro (BOONSTRA et
al., 2008). O colesterol é transformado, por meio de ag¢des enzimaticas, em
pregnenolona e posteriormente em 17-hidroxipregnenolona para, entéo,
originar a DHEA e o DHEA-S. O DHEA-S ¢ dissociado a

dehidroepiandrosterona, previamente a sua conversdo a androgenos
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(androstenediona e testosterona) e estrogenos (estradiol) (RABIN; McKENNA,
1982) (Figura 1).

[ COLESTEROL ]

ﬂ | pasoscc  /

[ PREGNENOLONA ]

ﬂ / 17-a-hidroxilase /
(CYP17)

[ 17-OH- PREGNENOLONA ]

/ 17,20 liase (CYP17) / @

ANDROSTENEDIONA

[ DHEA } c——> | TESTOSTERONA
/ sulfotransferase / ﬁ ESTRADIOL
[ DHEA-S ]

Figura 1. Resumo da sintese do DHEA-S (adaptado de RABIN; McKENNA,
1982; KROBOTH et al.,, 1999; FELDMAN; NELSON, 2004 e
BOONSTRA et al., 2008) e extraido de RONDELLI, 2012.

A secregdo de DHEA em resposta ao ACTH exdégeno foi demonstrada
em humanos (PARKER, 1991; KROBOTH et al., 1999; BURKHARDT et al.,
2013), hamsters (PIEPER; LOBOCKI, 2000) e esquilos (BOONSTRA et al.,
2008). Entretanto, em humanos, a sintese de DHEA-S ocorre, ao menos
parcialmente, em resposta ao ACTH (PARKER, 1991). Nesta espécie, a meia
vida do DHEA é de aproximadamente 1 a 3 horas, enquanto que a do DHEA-S
€ de 10 a 20 horas, o que faz da forma sulfatada a menos passivel de
apresentar flutuagdes diarias (ROSENFELD et al., 1975).

Existem divergéncias quanto ao pico de concentracdo do DHEA-S, em
resposta ao estimulo do ACTH, em cées. Frank et al. (2003) verificaram
aumento do DHEA-S uma hora apés a administracdo de ACTH em caes
saudaveis, tanto em machos castrados, quanto em fémeas inteiras e castradas.
Um estudo mais recente, envolvendo um grupo de caes saudaveis e outro de

caes com erliquiose naturalmente adquirida, seguindo metodologia semelhante
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a de Frank et al. (2003), demonstrou que o pico do DHEA-S, em caninos
machos e fémeas, ndo ocorreu no tempo final do teste, que se deu uma hora
ap6s a administragao do horménio (RONDELLI et al., 2015a).

DHEA-S é considerado um hormdnio imunomodulador, pois atua na
estimulacdo de linfécitos T auxiliares e na produgéo de citocinas (LEAL et al.,
2003; BOONSTRA et al., 2008; MORGAN et al., 2009). Existem evidéncias de
que o DHEA-S e o cortisol manifestam efeitos imunomoduladores contrarios;
enquanto o cortisol suprime, o DHEA-S estimula a funcdo do sistema imune
(MITCHELL et al., 2002). O comportamento do DHEA-S varia sensivelmente
frente a diferentes doencas.

Em seres humanos com hiperadrenocorticismo espontadneo, o DHEA-S
apresentou concentracao nos limites de referéncia, enquanto que em pacientes
com insuficiéncia cardiaca crénica e outras doencas que levam o paciente ao
estado critico, tais como queimaduras severas, houve aumento do cortisol e
reducao do DHEA-S (KROBOTH et al., 1999). Segundo Leal et al. (2003), esta
dissociacao entre o cortisol e o DHEA-S é mais possivel de ser observada em
doencgas crbnicas, embora os mecanismos exatos sejam pouco conhecidos.
Uma sugestdo € que nestes quadros crénicos ha prioridade na sintese de
cortisol e a consequente redugcdo da secregcdo dos andrégenos sexuais
adrenais, a exemplo do que pode ocorrer com a secrecao de DHEA-S (WADE
et al., 1988).

Alteragcbes hormonais adrenocorticais podem ocorrer devido a algumas
condigbes patoldgicas, que tanto podem culminar no excesso de produgao
como na supressao de secrecdo hormonal. Menores concentragdes séricas de
DHEA-S foram identificadas em humanos com paracoccidioidomicose, causada
pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis (LEAL et al., 2003) e também em
pessoas portadores da sindrome do intestino irritavel (SUGAYA et al., 2012).
Em contraste, Libonati et al. (2006) demonstraram o aumento da secrecao de
cortisol e de DHEA em pacientes com malaria, infectados por Plasmodium
falciparum, assim como Lima Verde et al. (2011) verificaram maiores
concentracbes de ACTH e cortisol séricos em humanos com leishmaniose

visceral, infectados com Leishmania infantum chagasi.
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Em caes infectados com Babesia canis rossi foram observadas
hipoglicemia e maiores concentragbes de cortisol pré e pdés-ACTH
simultaneamente em pacientes gravemente doentes (SCHOEMAN;
HERRTAGE, 2007; SCHOEMAN; HERRTAGE, 2008). Na mesma linha de
pesquisa, caes com diarreia por parvovirus que foram a ébito em até 48 horas
apods a hospitalizagado apresentaram maiores concentragdes séricas de cortisol
do que os céaes portadores da mesma enfermidade que sobreviveram apés a
hospitalizagcdo (SCHOEMAN; GODDARD; HERRTAGE, 2007). Um estudo com
caes acometidos por erliquiose na fase crbnica revelou nao haver alteracdes
nas concentragbes basais de cortisol (KUMAR; VARSHNEY; VARSHNEY,
2006). Entretanto, maiores concentragcbes de DHEA-S foram relatadas em um
estudo do nosso grupo de pesquisa com caes com erliquiose nas fases aguda
ou subclinica, quando comparados com cdes saudaveis (RONDELLI et al.,
2015a).

Em contrapartida, a ocorréncia da sindrome da insuficiéncia adrenal
relativa é descrita em humanos, marcada por hipocortisolemia relativa nos
pacientes em sepse que apresentam hipotensdo, hipoglicemia, recuperagao
anestésica insatisfatéria, fraqueza e desorientacdo, e estes respondem ao
tratamento com corticosterdides, tais como a dexametasona ou a
hidrocortisona (RAI; COHEN; VENKATECH, 2004). Burkitt et al. (2007)
descreveram a possibilidade da ocorréncia desta sindrome em caes com
sepse, embora Holford et al. (2008) relatem que faltam estudos mais precisos

para determinar sua veracidade em caes.

2.3 Hormonios tireoideanos

A secregao dos horménios tireoideanos é regulada por retroalimentagao
negativa do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide e ha, ainda, algum controle
autorregulador intratireoideano (FELDMAN; NELSON, 2004). No cao, as
concentracdes circulantes de T4 e T3 apresentam a proporcdo de 20:1, de

modo que o T4 (tetraiodotironina) encontra-se ligado as proteinas plasmaticas,
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e o T3 (triiodotironina) alcanga maiores concentragbes intracelulares
(ENGELKING, 2010).

Os horménios tireoideanos exercem agdes diretas sobre o metabolismo
basal, devido as suas fungdes calorigénicas, por meio da estimulagdo do
consumo de oxigénio celular, atuam na regulagdo da temperatura corporea,
regulam a sintese proteica, além de regular o metabolismo de carboidratos e
lipidios (FELDMAN; NELSON, 2004; ENGELKING, 2010).

A avaliagdo dos hormdnios tireoideanos nao € simples. Primeiro, pelo
fato dos testes laboratoriais se apresentarem pouco sensiveis e pouco
especificos e, segundo, devido a influéncia de farmacos e de doencgas
sistémicas na sintese, secrecdo, transporte e/ou no metabolismo dos
horménios tireoideanos ou, ainda, por inibirem diretamente o eixo hipotalamo-
hipofise-tireoide (DAMINET; FERGUSON, 2003; DIXON, 2009). Todavia, ndo
foram encontradas informagdes acerca da influéncia da doxiciclina sobre os
eixos hormonais, em especial, o tireoideano, na literatura consultada.

Para tornar a avaliacdo tireoideana mais precisa, empregam-se as
dosagens combinadas de T4 total que é, de certo modo, sensivel para a
identificacdo de hipotireoidismo em caes. Entretanto, o horménio T4 pode se
alterar durante o dia, estar reduzido em algumas ragas e em caes idosos,
assim como sofrer influéncia de farmacos, como dos corticosteroides,
antimicrobianos, anticonvulsivantes e quimioterapicos.

A dosagem de T4 livre por dialise, por sua vez, € menos influenciada por
farmacos e por outras condi¢des individuais, o que faz com que o resultado
seja mais confiavel. Ja a dosagem de TSH visa diferenciar o hipotireoidismo de
outras causas nao relacionadas e auxiliar na interpretacdo de concentracdes
reduzidas de T4, embora ndo deva ser interpretado isoladamente. A avaliacao
dos anticorpos anti-tireoglobulina mostra-se importante nos casos onde haja
discordancia dos valores de T4 e TSH, pois o resultado positivo pode indicar
doenga tireoideana (KANTROWITZ et al., 2001; FELDMAN; NELSON, 2004;
DIXON, 2009).

Para Feldman e Nelson (2004), a detecgao de TgAA sugere a ocorréncia

de doencga tireoideana, embora ndo seja capaz de precisar a gravidade ou
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mesmo a progressao da inflamacdo que envolve as tireoides. Os mesmos
autores recomendam que esta prova diagndstica seja utilizada no contexto da
suspeita clinica e nunca como um unico critério para diagnostico de
hipotireoidismo.

Diversas doencas tém a capacidade de promover a reducdo das
concentragdes séricas dos horménios tireoideanos, entre elas, as nefropatias,
hepatopatias, insuficiéncia cardiaca congestiva, assim como as infecgbes
graves, desordens imunomediadas (a exemplo, a anemia hemolitica
imunomediada), diabetes mellitus, hiperadrenocorticismo e febre (FELDMAN;
NELSON, 2004). Alguns autores acreditam que esta alteracdo seria um
mecanismo adaptativo e fisiolégico do organismo com o propdsito de diminuir o
metabolismo celular durante o periodo de doencga. Entretanto, estas alteracdes
nao caracterizariam o hipotireoidismo per se (KANTROWITZ et al., 2001;
FELDMAN; NELSON, 2004; WAJNER; MAIA, 2012), muito embora as
alteragdes das concentracbes séricas de hormodnios tireoideanos reflitam o
prognostico da doenca (KANTROWITZ et al., 2001; WAJNER; MAIA, 2012).

A condigao anteriormente descrita, denominada sindrome do eutireoideo
doente, € manifestada quando doengas néo tireoideanas promovem a redug¢ao
dos horménios T4 total e T4 livre, durante o curso de doengas agudas ou
cronicas. Em humanos, a fisiopatogenia desta sindrome se inicia com a
reducao do horménio T3, de modo que alteragdes no T4 ocorram, porém, mais
tardiamente e, em geral, em estagios terminais de doengas mais graves
(WAJINER; MAIA, 2012). Ao se considerar a menor importancia diagnostica do
horménio T3 para os caninos, entende-se porque esta sindrome € mais
frequentemente caracterizada em seres humanos que em caes. As citocinas
contribuem para a ocorréncia da sindrome do eutireoideo doente, de modo que
ha correlagdo inversa em humanos entre a citocina IL-6 e a concentragao de
T3 (FRIBERG et al., 2002). Ademais, a secrecao aumentada de citocinas pro-
inflamatorias, a exemplo da IL-6, culmina na geragdo do estresse oxidativo e
contribui na patogenia da supressao hormonal tireoideana (WAJNER; MAIA,
2012).
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Em um trabalho recente, Zygner et al. (2015) descreveram a sindrome
do eutireoideo doente em caes infectados por Babesia canis canis, por meio da
demonstracdo de concentragdes seéricas reduzidas de T3, aos moldes do que
ocorre em seres humanos com malaria (KRAUSE et al., 2007). Outro estudo
que antecede este citado mostrou que caes naturalmente infectados por
Babesia canis rossi apresentaram concentragbes de T4 total e de T4 livre
reduzidas, de modo que os caes que foram hospitalizados e ndo sobreviveram
apresentavam menores concentragcoes destes hormonios (SCHOEMAN; REES;
HERRTAGE, 2007). Com isto, os autores associaram o risco de mortalidade as
concentracbes reduzidas dos hormébnios tireoideanos  estudados.
Interessantemente, o mecanismo da reducdo da secrecao de hormdnios
tireoideanos foi sugerido em um relato de caes acometidos por leishmaniose,
que apresentavam infiltragcdo da tireoide por macréfagos infectados por
Leishmania infantum chagasi (CORTESE et al.,, 1999), situacdo que pode
predispor ao hipotireoidismo clinico ou subclinico, porém reversivel, devido a
inflamacao concorrente (RANIERI et al., 2005).

Alguns pesquisadores propuseram que a erliquiose monocitica canina é
capaz de alterar o perfil enddcrino tireoideano de cédes doentes (KUMAR;
VARSHNEY; VARSHNEY, 2006). Esses autores avaliaram os hormoénios
tireoideanos de cédes com erliquiose de ocorréncia natural por meio das
dosagens de T3 e T4 total e observaram concentragdes aquém dos valores de
referéncia e julgaram a condicdo como a de eutireoidismo doente. Embora este
resultado seja interessante, DIXON (2009) recomenda que a avaliagao do perfil
tireoideano canino seja realizada por dosagens conjuntas de, ao menos, T4
total, TSH, T4 livre e de anticorpos anti-tireoglobulinas.

24 Estresse oxidativo

Os radicais livres e outras espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio
participam de varios processos fisioldgicos, como da fagocitose de agentes
agressores, quando essas espécies reativas sao produzidas (VASCONCELOS

et al., 2007). Desempenham importante fungdo no dano tecidual em varios
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processos patologicos (NOHL; ESTERBAUER; RICE-EVANS, 1996), por
resultar no aumento da peroxidacao lipidica, oxidagao proteica e quebra do
DNA (HALLIWELL, 1994; WITKO-SARSAT et al., 1998). Quando as espécies
reativas sao produzidas em demasia, um sistema eficiente antioxidante é
ativado, a fim de restabelecer o equilibrio. Logo, o estresse oxidativo resulta do
desequilibrio dos sistemas pré e antioxidante, e os oxidantes predominam, que
geram danos (SCHAFER; BUETTNER, 2001; VASCONCELOS et al., 2007).

Na tentativa de driblar o dano oxidativo durante os processos
infecciosos, ha a ativacdo de um sistema de defesa multissistémico, que inclui
os sistemas de reparo do DNA, a remocdo de substratos e as enzimas
antioxidantes (como a superdxido dismutase, catalase e glutationa)
(CALLAHAN; CROUCH; JAMES, 1988; GATE et al., 1999). O éxido nitrico
(NO) reage com espécies do oxigénio e moléculas biolégicas, como dioxigénio,
anion superoxido e oxihemoglobina para formar uma variedade de produtos,
incluindo nitritos e nitratos que, em concentracdes elevadas, podem ser téxicos
para as células e, assim, figurar como um indicador do estresse oxidativo
(BECKMAN; KOPPENOL, 1996).

Em associacdo a inflamagao, ha o aumento na formacédo de radicais
livres e espécies reativas do oxigénio, que além de serem nocivos aos tecidos,
podem ainda, contribuir com o agravamento da inflamacao (KHANDUJA et al.,
2006). O oxido nitrico, produzido pelos macréfagos devido aos efeitos tdxicos
do metabdlito peroxinitrito, pode contribuir para o dano tecidual,
frequentemente presente no processo inflamatério (LIMA; ABDALLA, 2001).

O poder redutor de ions ferro (FRAP) é um biomarcador antioxidante
que testa a forca redutora do plasma, via avaliacdo da redugao do complexo
ferritripiridiltriazina a ferroso-tripiridiltriazina, em pH acido (VASCONCELOS et
al., 2007). O produto proteico de oxidagdo avancada (AOPP), por sua vez, &
um marcador de oxidacdo de proteinas, que ocorre devido ao aumento da
producao de mieloperoxidade por fagécitos ativados (HANASAND et al., 2012).

A interferéncia do estresse oxidativo na fisiopatogenia de algumas
doencas foi descrita em humanos com neoplasias, doengas autoimunes,

cardiopatias e doencas pulmonares, fato que suscitou o interesse nos
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marcadores de dano oxidativo e das substancias oxidantes (VASCONCELOS
et al., 2007). Assim, neste contexto, alguns estudos foram desenvolvidos em
caes com hepatozoonose (KIRAL et al., 2005), babesiose (CHAUDHURI et al.,
2008), rangeliose (FRANCA et al., 2012), erliquiose (KUMAR, VARSHNEY;
PATRA, 2006; DA SILVA et al., 2013) e neoplasia mamaria (MACHADO et al.,
2015).

O dano oxidativo pode contribuir para o agravamento do quadro clinico
em varias doengas infecciosas, como na babesiose (CHAUDHURI;
VARSHNEY; PATRA, 2008) e na rangeliose caninas (FRANCA et al., 2012). Ja
quanto a erliquiose em cées, os resultados sao contraditérios. Em um estudo
com soro de caes naturalmente infectados por E. canis, ndo foram
evidenciadas alteracbes de peroxidacdo lipidica (KUMAR; VARSHNEY;
PATRA, 2006). J& em outro estudo do nosso grupo, com amostras de caes
infectados experimentalmente por E. canis, amostra Jaboticabal (DA SILVA et
al., 2013), observou-se aumento nas concentracbes de Oxido nitrico,
peroxidacao lipidica, oxidagdo proteica e ativacdo da enzima glutationa
redutase, que sugere a ocorréncia de estresse oxidativo na erliquiose. Todavia,
deve-se considerar que um dos estudos foi conduzido com material de caes

com infec¢ao natural e o outro com experimental.

3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp, Campus
de Jaboticabal-SP, sob o protocolo n° 023938/14.

3.1  Amostras controle

Caes saudaveis (n=6) provenientes do canil do Hospital Veterinario

“‘Governador Laudo Natel”, da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal — SP,

compuseram o Grupo | (Grupo Controle) (Apéndice B) e foram submetidos as
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mesmas avaliagbes dos demais grupos, porém, em um unico momento (DO), e
foram utilizados em todos os tempos do estudo para fins de comparacao. Estes
caes eram higidos, apresentavam hemograma nos padroes de referéncia para
a espécie (Apéndices A e C1), e eram negativos na detecgdo de anticorpos
anti-E. canis (Dot-ELISA), na PCR em tempo real para E. canis (BANETH et al.,
2009), assim como na semi-nested PCR para B. canis vogeli (BIRKENHEUER;
LEVY; BREITSCHWERDT, 2003), na PCR em tempo real para Anaplasma
platys (GAUNT et al., 2010) e na pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp.
(soroaglutinacdo microscopica; SANTA ROSA et al., 1980).

3.2 Animais experimentais

Os caes deste estudo foram selecionados da casuistica clinica do
Hospital Veterinario da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal — SP, apés a
concordancia e assinatura do termo de livre e esclarecido consentimento pelos
responsaveis. A selecao dos caes ocorreu de abril a dezembro de 2014. Foram
incluidos apenas caes adultos, com idade entre um e 8 anos, independente do
sexo e da definigdo racial, com trombocitopenia e sorologia positiva (Dot-
ELISA) para E. canis (momento D-1).

Foram considerados fatores de inclusdo um ou mais itens da historia
clinica compativel com erliquiose, como a presenca de carrapatos, uveite,
esplenomegalia, febre e trombocitopenia, coexistindo ou néo leucopenia, e a
identificacdo de morulas em sangue periférico ou em aspirado esplénico. Além
dos sinais clinicos sugestivos, todos deveriam ser soropositivos (titulos iguais
ou maiores que 1:80 no teste Dot-ELISA) e/ou apresentar PCR em tempo real
positiva para E. canis (BANETH et al., 2009), assim como serem negativos na
semi-nested PCR para B. canis (BIRKENHEUER; LEVY; BREITSCHWERDT,
2003), na PCR em tempo real para A. platys (GAUNT et al., 2010) e na
pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. (soroaglutinagdo microscopica;
SANTA ROSA et al., 1980).
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Os fatores de exclusdo compreenderam cées ja diagnosticados e
tratados para erliquiose em algum momento prévio, ou aqueles com erliquiose
em tratamento, cadelas em estro, caes que apresentavam doengas conhecidas
pré-existentes (endocrinopatias, outras doencas infecciosas, neoplasias,
nefropatias, ou hepatopatias), e aqueles que receberam corticoterapia
sistémica ou tépica em até 60 dias que antecederam o diagndstico de
erliquiose. A pesquisa das coinfec¢des por B. canis vogeli, A. platys e por
Leptospira spp., frequentes na rotina clinica do Hospital Veterinario onde o
estudo foi desenvolvido, visou a exclusdo de algumas comorbidades.

ApoOs a realizagdo das analises de PCR para agentes da familia
Anaplasmataceae e piroplasmas, e sorologia anti-Leptospira spp., o material
bioldgico coletado foi incluido ou excluido do estudo.

A partir destas etapas cumpridas, os caes naturalmente infectados com
E. canis foram aleatoriamente distribuidos para compor os grupos Il (que
receberam 5mg/kg via oral de hiclato de doxicicilina a cada 12 horas, por 30
dias) ou Ill (que receberam 10mg/kg via oral de hiclato de doxicicilina a cada 12

horas, por 30 dias).
3.3 Tratamento dos animais infectados

O tratamento dos caes foi realizado com hiclato de doxiciclina (Doxitrat®
80mg ou 200mg, Agener Unidao, Embu Guagu-SP, Brasil), em domicilio, sob os
cuidados do proprietario ou responsavel, durante 30 dias consecutivos,
seguindo a prescricdo veterinaria. O grupo |l recebeu aproximadamente
5mg/kg via oral a cada 12 horas e o grupo lll aproximadamente 10mg/kg via
oral a cada 12 horas (Tabela 1). A medicagao necessaria para o tratamento foi
fornecida aos proprietarios, a fim de assegurar que o tratamento fosse

realizado.
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3.4.1 Tempos experimentais

Avaliagoes e tempos experimentais

38

A Tabela 2 resume os tempos experimentais e as avaliagdes realizadas.

Apods a confirmagao do diagnostico e exclusado de enfermidades comuns para a

espécie canina (D-1), seguiu-se o tempo DO imediatamente antes do inicio do

tratamento; o D15, decorridos 15 dias de tratamento; e o D40, a avaliagao final

aos dez dias apos o término do tratamento com hiclato de doxiciclina.

Tabela 1. Peso corporal dos caes naturalmente infectados por E. canis e as
doses de hiclato de doxiciclina totais (mg) e individuais recebidas
(mg/kg) pelos mesmos cées (Grupos Il e Ill). Jaboticabal, 2015.

Peso Dose total de Dose de Dose de
Grupo Cao Peso (kg) metabdlico doxiciclina doxiciclina doxiciclina/
(kg) *™° (mg)' (mglkg)" (kg) "™
1 23,35 10,62 120 5,14 11,30
2 12,6 6,69 80 6,35 11,96
M 3 15,7 7,89 80 5,09 10,14
4 6,45 4,05 40 6,20 9,88
5 19,5 9,28 100 5,13 10,78
6 7,2 4,40 40 5,56 9,10
Média £
desvio - 14,14+ 6,7 7,15 2,62 76,67 £ 32,04 5,58 + 0,56 10,53 + 1,03
padrao
1 9,3 5,33 100 10,76 18,78
2 14 7,24 150 10,72 20,73
m 3 8,2 4,85 80 9,76 16,51
4 12 6,45 120 10 18,61
5 9 5,20 90 10 17,32
6 5,35 3,52 50 9,35 14,21
Média
desvio = - 9,65 * 3,1 5,43 + 1,29 98,34 £ 34,3 10,09 * 0,55 17,69 + 2,23
padrao

TA cada 12 horas por 30 dias.

3.4.2 Hemograma e pesquisa de moérulas

As coletas de sangue para a realizagdo de hemograma foram feitas nos

dias D-1, DO, D15 e D40. As contagens globais de eritrécitos, leucocitos,
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plaquetas, determinacdo do volume globular e da concentracdo de
hemoglobina foram realizadas com auxilio de um contador automatico (ABC
Vet®, HORIBA ABX), e a contagem diferencial dos leucdcitos e a pesquisa de
morulas em sangue periférico ou de aspirado esplénico pela leitura de
esfregagcos sanguineos corados com uma solugdo de May-Grunwald (1g),
Giemsa (1,5g), Wright (0,5g) e Metanol (1L) (CAMPOS FILHO, 20113), sob
microscopia de luz, com aumento de 1000x, no Laboratério de Patologia
Clinica do Hospital Veterinario da FCAV/Unesp/Jaboticabal-SP.

Tabela 2. Protocolo experimental adotado para a avaliagdo dos eixos
hormonais (adrenocortical e tireoideano), e do estresse oxidativo de

caes naturalmente infectados por Ehrlichia canis. Jaboticabal, 2015.

Tempo Avaliagoes
Dia -1 (D-1) Exame fisico
Hemograma

(selecao dos caes
doentes)

Dot-ELISA para E. canis

PCR em tempo real para E. canis

Semi-nested PCR para B. canis vogeli

PCR em tempo real para A. platys

Sorologia anti-Leptospira spp.

Pesquisa de moérulas em sangue periférico e aspirado
esplénico

Dia 0 (DO)

(apds confirmagao da

Exame fisico
Hemograma
Armazenamento de soro pré estimulagdo com ACTH

doencga e (para dosagens de cortisol, DHEA-S, T4 livre, T4 total,
imediatamente antes TSH e TgAA, NOX, FRAP e AOPP)
do inicio do Estimulacdo com ACTH
tratamento) Armazenamento de soro pés-estimulacdo com ACTH
(para dosagens de cortisol e DHEA-S)
Dia 15 (D15) Exame fisico
Hemograma
(acompanhamento do
tratamento)
Dia 40 (D40) Exame fisico
Hemograma

(10 dias apés
tratamento)

Armazenamento de soro pré estimulagdo com ACTH
(para dosagens de cortisol, DHEA-S, T4 livre, T4 total,
TSH e TgAA, NOX, FRAP e AOPP)

Estimulagdo com ACTH

Armazenamento de soro pés-estimulacdo com ACTH
(para dosagens de cortisol e DHEA-S)

® CAMPOS FILHO, E. (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, Julio de
Mesquita Filho — Campus de Jaboticabal). Comunicagao pessoal, 2011.
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Com a perspectiva de aumentar as chances de detecgdo de moérulas,
foram adotados os procedimentos de coletas de sangue capilar de ponta de
orelha, empregando-se agulha de calibre 25x5,5mm, como também puncgao
aspirativa esplénica com agulha fina guiada por ultrassonografia (FARIA et al.,
2010). A seguir, foram confeccionados esfregagos dos materiais coletados em
ldaminas de microscopia, depois de secos ao ar, corados (como descrito
anteriormente) e lidos sob microscopia de luz, com aumento de 1000x, para
pesquisa das morulas de E. canis. Estas amostras foram coletadas no

momento D-1.
3.4.3 “Dot-ELISA” para detecc¢ao de anticorpos anti-E. canis

Para a deteccao de anticorpos anti-E. canis da classe IgG foi utilizado o
kit Immunocomb® Ehrlichia canis (Biogal, Israel). A metodologia empregada foi
a descrita pelo fabricante, que considera titulos positivos (reagentes) iguais ou
superiores a 1:80 e foi realizada no Laboratério de Imuno-histoquimica do
Hospital Veterinario da FCAV/Unesp/Jaboticabal-SP.

3.4.4 Diagnoésticos moleculares

A deteccdo de DNA de E. canis (PCR em tempo real; gene alvo 16S
rRNA; limite minimo de detec¢do de 3 copias/uL), de B. canis vogeli (semi-
nested PCR; gene alvo 18S rRNA; limite minimo de deteccdo de 50
organismos/mL ) e de A. platys (PCR em tempo real; gene alvo polinucleotideo
p44 do DNA gendmico; limite minimo de detecgdo de 10 cépias/uL) foi
conduzida no Laboratério de Biologia Molecular, no Departamento de
Microbiologia e Imunologia da Unesp, Campus de Botucatu — SP, com a
colaboracédo do Prof. Dr. Jodo Pessoa Araujo Junior, de acordo com as
técnicas descritas por Baneth et al. (2009), Birkenheuer, Levy e Breitschwerdt
(2003) e Gaunt et al. (2010), respectivamente. A sensibilidade da técnica
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3.4.5 Deteccgao de anticorpos anti-Leptospira spp.

A sorologia para pesquisa de sorovares de Leptospira spp. foi realizada
no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugao da
FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal — SP, por meio da técnica de
soroaglutinagdo microscépica (SAM), segundo a técnica descrita por Santa
Rosa et al. (1980). Os sorovares pesquisados foram: Andamana,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Pomona, Panama, Autumnalis,
Shermani, Copenhageni, Patoc, Castellonis, Pyrogenes, Tarassovi, Whiticombi,
Australis, Hebdomadis, Butembo, Wolffi, Hardjo, Sentot, Canicola, Bratislava,
Bataveae, Cynopteri e Javanica. Titulos menores ou iguais a 1:100 foram

considerados negativos.
3.5 Avaliagées hormonais

As avaliacbes hormonais foram realizadas no dia do diagnéstico (DO) e
no dia 40 (D40). Estes tempos foram semelhantes aos adotados em trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa (MUNHOZ et al., 2009; FARIA et al.,
2011), com variagdes quanto a duracédo do tratamento que, de 28 dias, foi
adaptado para 30 dias (TINUCCI-COSTA, 2014%).

3.5.1 Teste de estimulagdao com ACTH

Os animais selecionados foram submetidos ao teste de estimulagdo com
ACTH nos tempos DO e D40, mediante jejum alimentar prévio de 12 horas. O
teste foi realizado nas dependéncias do Hospital Veterinario da FCAV/Unesp,
Jaboticabal.

Para a realizacao do teste, procedeu-se da seguinte forma: inicialmente,
sangue foi coletado por venopungao jugular (10mL) (momento pré-ACTH) para
obtencao de soro e, a seguir, foram administrados 5ug/kg de ACTH sintético

(Synacthen® 0,25mg/mL, Biofutura Pharma, Italia) por via intravenosa,

* TINUCCI-COSTA, M. (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp, Julio de
Mesquita Filho — Campus de Jaboticabal). Comunicagao pessoal, 2014.
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priorizando-se a veia cefalica cranial. Apos uma hora foi realizada nova
venopungao jugular para coleta de sangue e obtencdo de uma segunda
amostra de soro (5mL) (momento p6s-ACTH). A metodologia empregada foi a
descrita por Feldman e Nelson (2004), Frank, Davis e Oliver (2004) e utilizada
por Rondelli et al. (2015a e b) na avaliagdo adrenocortical de céaes
naturalmente infectados por E. canis.

As amostras de soro foram criopreservadas a -80°C para a posterior
dosagem de cortisol e DHEA-S nos momentos pré e p6s-ACTH, antes e apo6s
os tratamentos com hiclato de doxiciclina. Da amostra basal (momento pré-
ACTH), foram também dosados TSH, T4 total, T4 livre por didlise e anticorpos

anti-tireoglobulina.

3.5.2 Dosagens hormonais (cortisol, TSH, T4 total, T4 livre por

dialise e DHEA-S) e de anticorpos anti-tireoglobulina

As amostras de soro foram enviadas a um laboratério terceirizado (BET
Laboratories, Rio de Janeiro — RJ — Brasil) para dosagens de cortisol sérico
basal e pds-estimulacdo com ACTH (por radioimunoensaio, kit MP Diagnostics
Cortisol®, Estados Unidos), assim como de TSH (por quimioluminescéncia, kit
Immulite Siemens®, Alemanha), T4 total (por radioimunoensaio, kit Antech
Diagnostics®, Estados Unidos), T4 livre por didlise (por radioimunoensaio, kit
Vet Total T4 IVD Technologies®, Estados Unidos) e anticorpos anti-
tireoglobulina basais (amostra pré-ACTH) (por ensaio imunoenzimatico, kits VT
10, VT11 e VT12, Oxford Laboratories®, Estados Unidos). Os valores de
referéncia para a espécie foram aqueles adotados pelo laboratério (Apéndice
A).

O DHEA-S foi dosado por kit comercial ELISA (Human GmbH/In Vitro®,
Alemanha, n. 55060), seguindo-se as orientagdes do fabricante. As amostras
de soro foram processadas no Laboratério de Imunoparasitologia Veterinaria
no Departamento de Patologia da FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal — SP.
Para a mensuragao da absorbancia das amostras do teste foi empregado o

espectrofotdmetro ELISA Dynex Revelation®, Dynex Technologies.
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3.6 Avaliacao do estresse oxidativo

As analises foram realizadas das amostras de soro coletadas nos dias
DO e D40 e realizadas no Laboratério de Pesquisa em Parasitologia Animal, do
Departamento de Ciéncia Animal da Universidade do Estado de Santa
Catarina, Chapecd, com a colaboracao do Prof. Dr. Aleksandro S. da Silva. As
concentracbes de Oxido nitrico foram avaliadas indiretamente pela
quantificacdo de nitrito/nitrato (NOx), de acordo com a técnica descrita por
Tatsch et al. (2011) (limite minimo de quantificagédo de 2,0 umol/L) e utilizada
por Da Silva et al. (2013) na avaliagdo de caes com infeccéo
experimentalmente induzida por E. canis (Amostra Jaboticabal). Ja a oxidagao
proteica foi avaliada por meio da mensuracdo da concentracdo do produto
proteico de oxidagdo avangada (AOPP), pela técnica previamente descrita por
Hanasand et al. (2012) (limite minimo de quantificagdo de 2,56 pmol/L),
enquanto que a concentracao sérica do poder redutor de ions ferro (FRAP) foi
mensurada pela técnica descrita por Benzie e Strain (1996) (limite minimo de

quantificacdo de 2,0 umol/L).

3.7 Analises estatisticas dos resultados

As anadlises estatisticas foram executadas no programa computacional
SAS versao 9.3 ("Statistical Analysis System", 2011). Foi empregada a analise
de variancia de medidas repetidas para avaliar as respostas e a comparacao
de médias aos pares foi feita usando o teste de Tukey. As variaveis 6xido
nitrico (NOXx), produto proteico de oxidagdo avangada (AOPP), poder redutor de
ions ferro (FRAP) e cortisol foram transformadas em log (observacéao),
enquanto que a variavel DHEA-S foi transformada em log (observagao +1) para
a anadlise estatistica. As correlagbes foram avaliadas pelo teste de Pearson
utilizando-se o programa GraphPad Prism 6.0. O mesmo programa

computacional foi empregado na analise das variaveis entre os caes do grupo |
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e os dos grupos Il e lll, em conjunto, pelo teste T-Student com corregéo de

Welch. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 Diagnoéstico da erliquiose monocitica canina e exclusdo de

coinfec¢oes

O diagndstico de erliquiose foi estabelecido pela positividade nos testes
dot-ELISA e/ou PCR, além da resposta terapéutica, por meio da correcédo das
alteragcdes hematoldgicas apresentadas no tempo DO, principalmente pela
normalizacdo do numero de trombdcitos. No estudo em tela, ndao foram
encontradas morulas no esfregaco sanguineo de sangue periférico (ponta de
orelha), ou em aspirado esplénico em nenhum dos caes. A identificagdo de
morulas no sangue periférico confirma a parasitemia e sugere a fase aguda da
erliquiose (LAPPIN, 2006; NEER; HARRUS, 2006). Entretanto, segundo a
literatura consultada, a deteccao de morulas em esfregacos sanguineos varia
de 5,71% (FARIA et al.,, 2010) a 60% (MUNHOZ et al., 2009). Embora este
tenha sido um dos critérios de inclusao considerados, a detecgdo de inclusdes
em casos da doenca natural ndo é comum (HARRUS; WANER, 2011). Sendo
assim, foi adotado o diagnodstico de positividade baseado na pesquisa de
anticorpos anti-E. canis para a selegcdo dos caes naturalmente doentes,
posteriormente confirmada por PCR em tempo real na maioria dos caes dos
grupos Il e Il

A Tabela 3 apresenta os resultados dos testes utilizados para a inclusao
dos caes em seus respectivos grupos, além das comorbidades infecciosas
investigadas neste estudo. Assim, foi possivel excluir tais agentes infecciosos
para nao interferirem nas variaveis estudadas. Ademais, foi importante que o
grupo | fosse composto por caes higidos que atendessem os requisitos de

inclusdo deste estudo, o que permitiu uma comparagdo mais segura entre os
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grupos, visto que a maioria dos animais deste experimento eram advindos da

rotina clinica hospitalar.

Tabela 3. Titulos de anticorpos anti-Ehrlichia canis e anti-Leptospira spp. e
resultados da PCR em tempo real para E. canis, da semi-nested PCR
para Babesia canis vogeli e da PCR em tempo real para Anaplasma
platys de caes saudaveis (Grupo |) e de caes naturalmente infectados
por E. canis (Grupos Il e Ill). Jaboticabal, 2015.

Titulos de Titulosde PCR  Semi nested PCR
anticorpos anticorpos E. PCR B. canis Anaplasma
Gupo  Cao MW b cams vooeth pabeem
spp. tempo
realt

1 - - - - -

2 - - - - -

| 3 - - - - -
4 - - - - -

5 - - - - -

6 - - - - -

1 1:320 - - - -

2 1:320 - + - -

Il 3 1:160 - + - -
4 1:80 - - - -

5 1:80 - + - -

6 1:80 - - - -

1 1:320 - - - -

2 1:80 - A - -

i 3 1:320 - + - -
4 1:80 - A - -

5 1:320 - 4 - -

6 1:320 - A - -

+ positivo; - negativo.
1 gene alvo 16S rRNA; 11 gene alvo 18S rRNA; 111 gene alvo polinucleotideo p44 do DNA
gendmico.

Dos quatro cades com PCR em tempo real negativa para E. canis, dois
apresentaram titulacdo de 1:80 (Grupo Il) e dois, titulagdo de 1:320 para E.
canis (um cao do Grupo Il e um do Grupo lll). Esses resultados sugerem que
estes caes poderiam estar na fase subclinica da infecgcdo, pois o titulo de
anticorpos na fase subclinica é variavel e o encontro de moérulas é praticamente

nulo. Nesta fase da doenga, a PCR pode ser negativa, embora a sorologia seja
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positiva (HARRUS et. al., 1998). Todavia, € dificil precisar a fase da doenca
quando caes com infecgao naturalmente adquirida sdo estudados (HARRUS et
al., 2004; FARIA et al., 2011; MUNHOZ et al., 2012). A fase crénica tem o seu
reconhecimento mais facilitado, ja que ocorre mielossupressdao, com
consequente pancitopenia (MYLONAKIS et al., 2011). Os cuidados na seleg&o
dos cées deste estudo, entretanto, asseguraram a exclusdo de cdes com
pancitopenia.

Alguns agentes causadores de trombocitopenia podem ser o A. platys,
devido ao parasitismo dos trombécitos (FRENCH; HARVEY, 1983), a B. canis
vogeli, por mecanismos imunomediados de remocéao de plaquetas (BROWN et
al., 2006) e a Leptospira spp., por destruicdo imunomediada e/ou consumo de
plaquetas (SYKES et al., 2011). Portanto, foi essencial incluir neste estudo
caes que fossem negativos para os demais agentes infecciosos mencionados,
pois as coinfecgdes poderiam influenciar as analises clinicas (HARRUS;
WANER, 2011). Ademais, segundo French e Harvey (1983), a reacao
soroldgica cruzada entre E. canis e A. platys praticamente inexiste, o que nos
permite afirmar que os caes com sorologia positiva para E. canis, mas PCR
negativa, nado eram portadores de outros agentes causadores de
trombocitopenia.

Para Harrus e Waner (2011), o diagndstico da erliquiose monocitica
canina deve se basear nos sinais clinicos apresentados e nos resultados dos
testes laboratoriais, de modo que a contagem de plaquetas e a sorologia sao
adequadas na triagem, embora as técnicas de PCR sejam os testes
confirmatdrios da positividade ao agente. Os mesmos autores sugerem, ainda,
que os resultados negativos a luz da PCR devem ser interpretados com
cautela, visto que nao se pode excluir completamente a presenca de DNA na
amostra.

Reconhecemos como uma limitacdo deste estudo a ndo realizagdo da
PCR para identificacdo de DNA de E. canis das amostras de aspirado
esplénico que, de acordo com Harrus et. al. (1998), tem sensibilidade superior
a mesma técnica feita com a amostra de sangue periférico na fase subclinica

da doencga. Contudo, em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, a
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deteccao de DNA de E. canis em caes naturalmente infectados nao mostrou
diferenca significativa entre as amostras de bago e de sangue periférico (FARIA
et al., 2010).

4.2 Parametros hematolégicos

A analise dos parametros hematolégicos mostrou interacdo entre grupo
e tempo apenas quanto a variavel plaquetas (p<0,0001). Entretanto, quando o
valor de p foi fixado em 0,25, foi possivel verificar interacdo entre grupo e
tempo entre os valores médios de hemacias, hemoglobina, hematdcrito,
leucocitos e plaquetas. Os valores médios e os respectivos erros padrao da
média das contagens de hemacias, concentracdo de hemoglobina,
hematdcrito, contagem de leucdcitos e de plaquetas dos grupos |, Il e lll, nos

tempos experimentais DO, D15 e D40 estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Média * erro padrdo da média das contagens de hemacias, concentracao de hemoglobina, hematdcrito, contagem
de leucécitos e de plaquetas dos grupos |, Il e lll, nos tempos experimentais DO, D15 e D40. Jaboticabal, 2015.

Parametro Grupo DO D15 D40 Média & erro padrao
Gl 7.115,00 + 218,30 7.115,00 + 218,30 7.115,00 + 218,30 7.115,00 + 218,02"
Hemacias (x10%/uL) Gll 6.355,00 + 218,30*%° 6.913,33 + 218,30 7.401,67 + 218,30™ 6.890,00 + 218,02*®
Gl 5.648,33 + 218,30 6.343,33 + 218,30 6.910,00 + 218,30™ 6.300,56 + 218,02°
6.372,78 + 126,02 6.790,56 + 126,02% 7.142,22 + 126,02°
Gl 17,10 + 0,48 17,10 + 0,48 17,10 + 0,48 17,10 £+ 0,61*
Hemoglobina (g/dL) Gl 15,11 + 0,48 16,36 + 0,48 17,23 + 0,48 16,23 + 0,61°°
Gl 12,85 + 0,48 14,58 + 0,485 15,71 + 0,48 14,38 + 0,61°
15,02 + 0,28° 16,01 + 0,28% 16,68 + 0,282
Gl 49,33 + 1,55 49,33 + 1,55 49,33 + 1,55 49,33 + 1,63"
Hematécrito (%) Gl 43,33 + 1,55 46,10 + 1,55 50,18 + 1,55 46,53 + 1,63
Glll 38,98 + 1,55% 42,61 + 1,55 45,88 + 1,55 42,29 + 1,63°
43,88 + 0,89° 46,01 + 0,89 48,46 + 0,892
Gl 8.133,33 + 538,6™ 8.133,33 + 538,6™ 8.133,33 + 538,6™ 8.133,33 + 1.190,09"
Leucécitos (/uL) Gl 7.016,67 + 538,6 8.183,33 + 538,6™ 9.100,00 + 538,6" 8.100,00 + 1.190,09"
Gl 4.400,00 + 538,6% 6.633,33 + 538,6"" 7.383,33 + 538,6™ 6.138,89 + 1.190,09"
6.516,67 + 310,9 7.650 % 310,9° 8.205,56 + 310,92
Gl 260.833 + 18.487* 260.833 + 18.487* 260.833 + 18.487* 260.833 + 24.581"
Plaquetas (/pL) Gll 96.000 + 18.487%° 284.333 + 18.487*° 280.166 + 18.487"° 220.166 + 24.5818
Gl 89.333 + 18.487%° 154.000 + 18.487%° 255.666 + 18.487* 166.333 + 24.581°

148.722 + 10.673"

233.055 + 10.673°

265.555 + 10.673°

Gl: grupo I; Gll: grupo II; GllI: grupo Ill; DO: dia zero de avaliagdo; D15: dia quinze de avaliagcdo; D40: dia quarenta de avaliag&o.
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre grupos (p<0,05 para a variavel plaquetas; p<0,25 para todas as variaveis).
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre tempos (p<0,05 para a variavel plaquetas; p<0,25 para todas as variaveis).



49

4.2.1 Hemacias

No tempo DO de avaliagdo, os valores médios de hemacias do grupo |
diferiram do grupo Il (p=0,0014), que apresentou médias menores, mas nao diferiu
do grupo Il. Ainda, ndo houve diferenga entre os grupos Il e lll neste momento, como
também entre os grupos estudados nos demais tempos de avaliagédo (Figura 2).

A média do grupo Il foi menor que a dos demais grupos, mas no intervalo de

referéncias para a espécie (Apéndice A).
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Figura 2. Representacgéo grafica das contagens médias de hemacias dos grupos |, Il
e lll nos tempos DO, D15 e D40. Jaboticabal, 2015.

4.2.2 Hemoglobina

As concentragbes médias de hemoglobina diferiram entre os grupos | e lll,
nos tempos DO (p<0,0001) e D15 (p=0,02) e nao diferiram entre os grupos no tempo
D40 (Figura 3).

E interessante salientar que a distribuicdo dos cdes doentes nos grupos Il e il
foi aleatdria, portanto, os valores menores de hemoglobina no grupo Ill devem-se ao

acaso.
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Figura 3. Representacdo grafica das concentragdes médias de hemoglobina dos
grupos I, Il e lll nos tempos DO, D15 e D40. Jaboticabal, 2015.

4.2.3 Hematocrito

Como esperado, o padrdao de comportamento do hematdcrito seguiu o
descrito para as hemacias. Houve diferenga entre os grupos | e Il no tempo DO
(p=0,0014), apenas, que nao foi observada entre os grupos nos demais tempos

avaliados (Figura 4).
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Figura 4. Representacao grafica das médias do hematdcrito dos grupos |, Il e 11l nos
tempos DO, D15 e D40. Jaboticabal, 2015.
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Apesar das médias da contagem de hemacias, da concentragcdo de
hemoglobina e do hematocrito dos grupos estudados ndo se situarem na
classificagdo de anemia (Apéndices A e C1), ja que esta condigcdo era um dos
fatores de exclusdo na selecdo dos animais, a fim de reduzir as possibilidades de
inclusdo de caes coinfectados por Babesia canis vogeli, posteriormente investigada
por semi-nested PCR, percebeu-se que o hiclato de doxiciclina empregado em
ambos os grupos de caes naturalmente infectados contribuiu para o aumento
gradativo destas variaveis ao longo dos tempos avaliados, dada pela auséncia de

diferenga entre os grupos nos tempos D15 e D40.

4.2.4 Leucocitos

A média de leucécitos do grupo Il diferiu da do grupo | (p=0,0009) e do grupo
Il (p=0,03) no tempo DO de avaliacdo, de modo que a média do grupo Il foi menor
que dos demais grupos e, clinicamente, pode ser caracterizada como leucopenia
(Figura 5). Trés cées do grupo Il e cinco cédes do grupo Il apresentavam-se
leucopénicos no tempo DO (Apéndices A e C1).

Outrora, Oliveira et al. (2000) selecionaram 52 cdes com sintomatologia
sugestiva de erliquiose a partir da rotina clinica do mesmo hospital veterinario em
que o presente trabalho foi desenvolvido. Destes, 92,3% apresentaram positividade
na sorologia Dot-ELISA para E. canis e apenas 32,69% manifestaram leucopenia. A
reducdo do numero de leucdcitos totais € esperada em caes com erliquiose, devido
ao parasitismo da bactéria em células desta linhagem, tais como os mondcitos,
embora ndo evidenciada em todos os caes incluidos nos grupos Il e lll. Aos 15 dias
de tratamento, a leucopenia ndo estava mais presente e assim permaneceu até o
término do acompanhamento (D40) no grupo lll, confirmando que o hiclato de
doxiciclina é eficiente para restabelecer o numero de leucécitos em cées com

erliquiose, independente da dose terapéutica empregada.
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Figura 5. Representagao grafica das contagens médias de leucdcitos dos grupos |,
Il e lll nos tempos DO, D15 e D40. Jaboticabal, 2015.

4.2.5 Plaquetas

Trombocitopenia foi o primeiro fator de inclusdo dos animais para este estudo.
Desta forma, era esperado que houvesse diferenga significativa entre o grupo | e os
grupos Il (p<0,0001) e Ill (p<0,0001) no tempo DO. Ademais, ndao houve diferenca
entre a média das contagens de plaquetas entre os grupos Il e Ill no tempo DO de
avaliacao.

No tempo D15, observou-se que a média do grupo Il foi menor que do grupo |
(p=0,008) e do grupo Il (p=0,0007), por ainda persistir a trombocitopenia, ja ausente
no grupo Il. No tempo D40, ndo houve diferenga entre os grupos (Figuras 6 e 7). Isto
mostra que no grupo Il, que recebeu 5mg/kg de hiclato de doxiciclina, via oral, a
cada 12 horas, os trombdcitos ja se apresentavam no intervalo de referéncia para a
espécie aos 15 dias de tratamento (Apéndice A), enquanto que tal fato sé foi notado
no grupo llIl (que recebeu 10mg/kg de hiclato de doxiciclina, via oral, a cada 12
horas, por 30 dias), no tempo final de avaliagdo deste estudo.

Analisando os resultados, em conjunto, mais uma vez a eficacia do farmaco
na melhora hematologica péde ser evidenciada, apesar das diferentes doses

empregadas para os tratamentos dos caes com E. canis.
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Figura 6. Representacéo grafica das contagens médias de plaquetas dos grupos |,
Il e lll nos tempos DO, D15 e D40. *Diferenga significativa entre os grupos,
na variavel tempo de avaliagao (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 7. Representacao grafica das contagens médias de plaquetas dos grupos I, Il
e lll nos tempos DO, D15 e D40. Jaboticabal, 2015.

Individualmente, dois cdes do grupo Il apresentaram persisténcia da
trombocitopenia aos 40 dias de avaliagao. Nestes, foi realizada puncdo de medula
Ossea para avaliacido da representatividade de precursores mieloides, das séries

eritroide, mieloide e megacariocitica, a fim de se excluir a hipoplasia ou aplasia de
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medula Ossea, eventos frequentes nos cdes com erliquiose (HARRUS; WANER;
BARK, 1997). Nos dois casos, o mielograma revelou auséncia de alteragdes, o que
sugeria a ocorréncia de desordem imunomediada. Os caes foram entdo submetidos
a imunossupressado com prednisona (2mg/kg via oral a cada 12 horas, por 30 dias),
com controle do quadro em um deles. No outro caso, a resposta foi pobre, o que
motivou a introdugdo de ciclosporina (5mg/kg via oral a cada 24 horas) por 30 dias,
sem melhora. O paciente foi, entdo, submetido a esplenectomia, com corre¢cao do
problema.

Os dois casos anteriormente descritos foram indicativos de que os céaes
desenvolveram a trombocitopenia de causa imunomediada. Nesta condicdo,
anticorpos se ligam a superficie de trombdcitos, em geral os da classe IgG, e
promovem a remocao destes por meio da agcdo dos macrofagos do sistema
fagocitico mononuclear (LEWIS; MEYERS, 1996). A destruicdo imunomediada de
plaquetas ocorre secundariamente a diversas condi¢cbes, tais como processos
inflamatorios (pancreatite, hepatite e doenga intestinal inflamatdria), neoplasicos
(sarcoma, linfoma e carcinoma), autoimunes (lUpus eritematoso sistémico) e
infecciosos (leptospirose, babesiose, anaplasmose, borreliose, leishmaniose e
erliquiose) (DIRCKS, SCHUBERTH e MISCHKE, 2009). As doencas infecciosas
corresponderam a 31% das causas de trombocitopenia imunomediada secundaria
no estudo de Dircks, Schuberth e Mischke (2009), sendo que a erliquiose figurou
como causa de trombocitopenia imunomediada em seis dos 86 caes avaliados.

A ocorréncia de trombocitopenia imunomediada em dois cées do grupo |l
deve ser avaliada com cuidado e ndo pode ser atribuida ao tratamento da erliquiose
com a dose de 10mg/kg do farmaco, pois essa dose € rotineiramente empregada no
Hospital Veterinario da Unesp, Campus de Jaboticabal, no tratamento de cades com
erliquiose, sem a manifestacdo desse efeito adverso. A trombocitopenia
imunomediada € uma consequéncia frequente em cdes com erliquiose que pode
ocorrer em caes com a doenga de curso agudo ou subclinico e tratados com
doxiciclina, com ambas as doses empregadas neste estudo. Sendo assim, este

evento requer investigagao adicional.
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4.3 Parametros adrenais

As concentragdes medias e os erros padrao das concentragdes de cortisol e
de DHEA-S dos grupos I, Il e lll, nos tempos experimentais DO e D40, nos
momentos pré e pos a administracdo de ACTH estdo apresentados na Tabela 5.
Quanto aos parametros adrenais estudados, o nivel de significancia considerado foi
o de 5%.
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Tabela 5. Média £ erro padrdo da meédia das concentragdes de cortisol e de sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S) dos
grupos |, Il e lll, nos tempos experimentais DO e D40, nos momentos pré e pds a administracdo de ACTH.

Jaboticabal, 2015.

Parametro

Cortisol'
(ng/mL)

DHEA-S'T
(ng/mL)

Grupo

Gl
Gll
Gl

Gl
Gl
Glll

Pré

12,31 + 8,55"°
37,78 + 8,55
24,88 + 8,55

24,99 + 4,94°
0,033 + 0,005™
0,032 + 0,005
0,017 + 0,005
0,027 + 0,003

DO

Pés
114,18 + 8,55™
140,65 + 8,55™
133,10 + 8,55™
129,31 + 4,94°
0,022 + 0,005
0,058 + 0,005

0,028 + 0,005
0,036 + 0,003°

D40

Pré

12,31 + 8,55
41,20 + 8,55™
17,38 + 8,55"%

23,63 + 4,94°
0,033 + 0,005
0,020 # 0,005
0,026 + 0,005
0,026 + 0,003°

Pés
114,18 + 8,55™°
124,31 + 8,55™
128,93 + 8,55™°
122,47 + 4,94°
0,022 + 0,005
0,018 + 0,005
0,019 + 0,005
0,020 # 0,003°

Média * erro padrao

Pré

12,31 + 8,55™
39,49 + 8,55
21,13 + 8,55

0,033 + 0,005
0,026 + 0,005
0,021 + 0,005

Pos
114,18 + 7,46
132,48 + 7,46
131,01 + 7,46™

0,022 + 0,007
0,038 + 0,007
0,024 + 0,007

TVariavel transformada em log (observagéo).

™ Variavel transformada em log (observagao +1).

Gl: grupo [; Gll: grupo II; GlIlI: grupo llI; DO: dia zero de avaliagao; D40: dia quarenta de avaliagéo.
Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre grupos (p<0,05).
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre tempos (p<0,05).
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4.3.1 Cortisol

Observou-se diferenga nas concentracdes de cortisol entre todos os
momentos (pré e pos-ACTH), independentemente do grupo e do tempo (p<0,0001)
(Figura 8). Este resultado mostra que os cdes com erliquiose de ocorréncia natural
mantém a capacidade de secretar cortisol em resposta ao teste de estimulagdo com
ACTH, no qual apresentaram concentracdes séricas de cortisol p6s-ACTH maiores
que as pré-ACTH.

Nao foi evidenciada interagdo quando se analisou grupo, tempo e momento.
Entretanto, houve interacéo entre grupo e tempo (p=0,02), sendo que no tempo D40,
a concentragdo média de cortisol pré-ACTH do grupo Il foi maior que a do cortisol
pré-ACTH do grupo I, mas ndo se repetiu no grupo lll. Apesar da diferenga ser
significativa, ela ndo é clinicamente importante, pois todas as concentra¢cdes médias
de cortisol, sejam pré ou po6s-ACTH, estdo dentro do intervalo de referéncia para a

espécie (Apéndice A).

Cortisol
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Il Grupo |
by b b Grupo Il
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-
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50 a T a T a

Tempo (dias))momento

Figura 8. Representacéo grafica das concentragdes médias de cortisol dos grupos |,
Il e lll nos tempos DO e D40, antes e apds a administracdo de ACTH.
Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05). *Diferenca
significativa entre grupos na variavel tempo (p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Neste estudo, duas hipoteses foram consideradas: a primeira seria que caes
acometidos por erliquiose poderiam apresentar maiores concentracdes de cortisol
sérico em consequéncia ao processo inflamatério que sabidamente ocorre nesta
infecgao (TAJIMA; RIKIHISA, 2005; UNVER; HUANG; RIKIHISA, 2006; FARIA et al.,
2011). Uma segunda hipdtese, contraria a primeira, seria a de que c&es com
erliquiose pudessem manifestar hipofungcédo adrenocortical, também conhecida como
hipocortisolismo transitério ou sindrome da insuficiéncia adrenal relativa,
caracterizada por secrecdo de cortisol inadequada mediante um estado critico de
doenca (MARTIN; GROMAN, 2004). Neste ambito, a mensuragao do cortisol sérico
antes e apds a estimulacdo com ACTH sintético permite avaliar a reserva
adrenocortical, isto €, a capacidade secretoria das glandulas adrenocorticais
mediante um evento estressante (LEAL et al.,, 2003; SCHOEMAN; HERRTAGE,
2008). Outrossim, a mensuragcdo de cortisol em resposta ao estimulo
adrenocorticotropico minimiza os efeitos de flutuagbes hormonais, quando
comparada a avaliagdo basal deste horménio (GILOR; GRAVES, 2011; RONDELLI
et al., 2015b).

Individualmente, observou-se que dois caes do Grupo Il (cides 4 e 5) e um céo
do grupo Il (cdo 4) apresentaram concentragdes tanto pré quanto pés-ACTH acima
dos limites de referéncia (Apéndices A e C4) no momento DO do estudo, mas nas
concentracdes de referéncia no momento D40. Sendo assim, as concentragbes mais
elevadas no momento de doenga nao permitem inferir que séo devidas ao estado de
doencga em si, pois estes caes ja apresentavam cortisol basal elevado. Logo, era de
se esperar que o cortisol pés-ACTH também estivesse em concentracbes maiores,
quando comparados a dosagem pré-ACTH. No momento D40 do estudo, um cao do
grupo Il (cao 5) apresentou cortisol basal também além da referéncia, mas néo o
p6s-ACTH, enquanto que um cao do grupo lll (cao 1) manifestou o contrario: cortisol
pré-ACTH normal e pos-ACTH além das referéncias para a espécie. Entretanto,
consideramos estas alteracdes individuais e nao as relacionamos com o estado de
doenca e tampouco com o efeito dos tratamentos utilizados neste estudo. Assim, os
resultados mostram que os caes infectados por E. canis envolvidos nesta pesquisa
apresentaram resposta adequada ao teste de estimulagdo com ACTH, que pode ser

compreendida como reserva adrenocortical preservada, assim como foi observado
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por nosso grupo em trabalho anterior, envolvendo cades com erliquiose nas fases
aguda e subclinica da doencga, por meio das dosagens de cortisol apds o estimulo
com ACTH (RONDELLI et al., 2015b). Ademais, ao estudarmos os caes tratados
com hiclato de doxiciclina, observamos que os tratamentos ndo interferiram na

secrecgao de cortisol.

4.3.2 DHEA-S

Quanto aos resultados da avaliagdo do DHEA-S, houve interagédo entre tempo
e momento (p=0,02), e entre grupo e momento (p=0,03), mas n&o houve interagao
entre grupo, tempo e momento, simultaneamente.

Contrariamente ao observado com a variavel cortisol, ndo se observou
diferenga nas concentracdes de DHEA-S entre os momentos pré e pos-ACTH, o que
nao permitiu avaliar a reserva androgena adrenocortical, ou seja, a diferengca de
DHEA-S entre o momento p6s-ACTH e pré-ACTH (AGBAHT; GULLU, 2014). Esta
observagcado nos indica que o DHEA-S nado respondeu ao estimulo do hormédnio
adrenocorticotrépico, quando avaliado aos 60 minutos pos-ACTH.

Frank et al. (2003) verificaram aumento do DHEA-S 60 minutos apos a
estimulacdo com ACTH em caninos machos castrados, em fémeas inteiras e
castradas saudaveis. Todavia, um estudo do nosso grupo de pesquisa com caes
saudaveis e cées naturalmente infectados por E. canis, seguindo metodologia
semelhante a de Frank et al. (2003), o pico do DHEA-S n&o ocorreu no tempo final
do teste, que se deu 60 minutos apds a administragcédo do horménio (RONDELLI et
al., 2015a). Uma limitagdo do estudo em tela € que o DHEA-S foi avaliado pré e 60
minutos p6s-ACTH e poderia ter sido avaliado em tempos menores e maiores,
visando ampliar o numero de mensuragdes, como sugerido por outros autores
(FELDMAN; NELSON, 2004; FRANK; DAVIS; OLIVER, 2004). A explicagao pode
estar no fato da secrecdo da DHEA ser responsiva ao estimulo do ACTH, como
descrito em seres humanos (PARKER, 1991; KROBOTH et al., 1999), hamsters
(PIEPER; LOBOCKI, 2000) e esquilos (BOONSTRA et al., 2008). Em contrapartida,
o DHEA-S, por apresentar meia-vida mais longa que a da DHEA (10 horas e 25

minutos, respectivamente) (BURKHARDT et al., 2013) € mensurado nas amostras
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basais como marcador de atividade adrenocortical androgénica em seres humanos
(LEAL et al., 2003; FISCHLI et al., 2008; BURKHARDT et al., 2013).

E possivel perceber que os cdes doentes do grupo Il apresentaram
concentragcdo média do horménio no momento pds-ACTH maior que os caes
saudaveis no tempo DO (p=0,007), e semelhante a dos caes doentes do grupo |l
(p>0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Representacao grafica das concentracdes médias de DHEA-S dos grupos
[, I e lll nos tempos DO e D40, antes e ap6s a administracdo de ACTH.
*Diferencga significativa entre os grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Os caes do grupo Il apresentaram concentragao sérica média de DHEA-S
maior no momento pds-ACTH no tempo DO que nos momentos pré-ACTH (p=0,003)
e pos-ACTH (p=0,0014) no tempo D40. O mesmo nao foi observado no grupo Ill.
Aparentemente, o tratamento com hiclato de doxiciclina n&do alterou as
concentracbes de DHEA-S no grupo lll, mas promoveu redugdo na concentragao
deste hormdnio no grupo Il.

E possivel observar que o grupo Il apresentou comportamento diferente
quanto as variagdes das concentracdes de DHEA-S antes e apds o tratamento com
hiclato de doxiciclina ndo observado no grupo Ill. Uma vez que os cées doentes

foram aleatoriamente distribuidos nos grupos Il e Ill, entendemos que as maiores
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concentracdes deste hormdnio encontradas nos caes doentes do grupo Il ocorreram
ao acaso, € nao se relacionam a dose utilizada do farmaco, visto que as
concentragbes de DHEA-S no momento do diagndstico ja eram significativamente
maiores nesse grupo que as dos caes do grupo lll.

Os estudos que avaliaram a concentracdo do DHEA-S em cées sao
escassos, tanto nos caninos acometidos por hiperadrenocorticismo quanto na
avaliagdo do envolvimento deste horménio em processos de doengas de origem
nao-endocrina. Um dos poucos estudos foi realizado por nosso grupo de pesquisa, o
qual envolveu cédes com erliquiose naturalmente adquirida nas fases aguda e
subclinica da doenca e demonstrou que estes caes apresentam concentragdes de
DHEA-S maiores do que os caes saudaveis (RONDELLI et al., 2015a). No estudo
em tela, a metodologia foi semelhante aquela empregada no estudo anterior
(RONDELLI et al., 2015a), sendo acrescida a avaliacdo pos-tratamento com hiclato
de doxiciclina. Assim, o esperado era encontrar o mesmo comportamento desta
variavel hormonal, entretanto, apenas as concentracées de DHEA-S dos caes do
grupo Il, no momento de doenga, assemelharam-se ao encontrado por Rondelli et al.
(2015a), enquanto que a concentragdo média de DHEA-S do grupo Il foi similar ao
do grupo controle.

As concentragdes de DHEA-S do grupo Il apds o tratamento com hiclato de
doxiciclina foram significativamente menores que as dos mesmos caes, antes da
instituicdo do tratamento. Tal observacdo permite especular que o tratamento
realizado pode ser eficaz no restabelecimento da secre¢cao adrenocortical de DHEA-
S em caes com erliquiose. Todavia, este resultado merece ser melhor estudado,
envolvendo grupos compostos por um numero maior de caes doentes, a fim de

verificar sua veracidade.

44 Parametros tireoideanos

Dentre os parémetros tireoideanos estudados (TSH, T4 total, T4 livre por
didlise e TgAA), houve interacéo entre grupo e tempo ao nivel de significancia de 5%
com os anticorpos anti-tireoglobulina (TgAA). Ademais, quando o valor de p foi

fixado em 0,25, foi possivel verificar interagdo entre grupo e tempo também entre os
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valores médios de T4 livre por dialise e de TgAA. As concentracbes médias e os
respectivos erros padrdao das concentragcdes de T4 livre por didlise, T4 total, TSH e
de TgAA dos grupos |, Il e Ill, nos tempos experimentais DO e D40 estdo

apresentados na Tabela 6.

4.4.1 T4 livre por didlise

No tempo D40, a concentracdo média de T4 livre por dialise do grupo | foi
significativamente menor que do grupo Il (p=0,03), muito embora as médias das
dosagens dos grupos nos tempos estudados estejam dentro dos valores de
referéncia para a espécie.

Quanto aos demais grupos, ndo houve diferengca entre os tempos avaliados
(p>0,05), o que demonstra que os caes naturalmente infectados por E. canis nao
apresentaram modificacdes quanto a este hormonio ao longo dos tempos avaliados.

O horménio T4 livre é biologicamente ativo e exerce os mecanismos de
retroalimentacao negativa sobre a secrecéao hipofisaria, além de atuar nas células de
todo o organismo (FELDMAN; NELSON, 2004).

Assim, o T4 livre é preferencialmente mensurado pela técnica de didlise de
equilibrio, quando se anseia avaliar a competéncia funcional tireoideana, por
representar, para a espécie canina, aquele que menor sofre influéncias de farmacos
ou de doencas nao-enddcrinas, apresentando sensibilidade de 80% e especificidade
diagndstica superior a 90% (MOONEY; PETERSON, 2009). Neste sentido, nossos
resultados sugerem que caes acometidos por erliquiose de ocorréncia natural
podem nao apresentar supressdo de secregcdo hormonal tireoideana. Outra
observacado é que os tratamentos com hiclato de doxiciclina nao influenciaram as

concentragdes deste horménio aos 40 dias de avaliagao.

4.4.2 T4 total

Nao foram observadas diferengas significativas nas concentragdes médias de

T4 total entre os grupos nos tempos avaliados.
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E interessante que os resultados encontrados neste estudo divergem
daqueles descritos por Kumar, Varshney e Varshney (2006). Estes autores
observaram menores concentracdes séricas de T4 total tanto em caes infectados
exclusivamente por E. canis quanto nos coinfectados com Babesia gibsoni, quando
comparados a cdes saudaveis. Os autores julgaram esta condicdo como de caes
eutireoideos doentes, por representar um evento adaptativo do organismo, cujo
objetivo seria o de reduzir o metabolismo celular durante o periodo de infecgdo. O
numero de caes doentes utilizados em ambos os estudos foi semelhante: seis neste
e oito no trabalho de Kumar, Varshney e Varshney (2006), enquanto que o numero
de caes saudaveis que serviram como controle foi 0 mesmo nos dois estudos (n=6),

0 que nos sugere que o numero de amostras parece nao influenciar nos resultados.

Tabela 6. Média £ erro padrao da meédia das concentragdes de T4 livre por dialise,
T4 total, TSH e de TgAA dos grupos |, Il e lll, nos tempos experimentais DO
e D40. Jaboticabal, 2015.

Média * erro

Parametro Grupo DO D40 padrio
T4 livre por Gl 1,09 + 0,08 1,09 + 0,08 1,09 + 0,08"
dialise Gl 1,19 + 0,08 1,47 + 0,08 1,33 + 0,08"
(ng/mL) Glil 1,20 + 0,08" 1,31 £ 0,08 1,25 + 0,08
1,16 + 0,05 1,29 + 0,052
Gl 24,05+ 1,76 24,05+ 1,76 24,05 + 2,50
(Tn“gmtf; Gli 21,80 + 1,76 23,31+ 1,76 22,55 + 2,50
Glll 16,41 + 1,76 20,83 + 1,76 18,62 + 2,50
20,75 + 1,02 22,73 + 1,02
Gl 0,15+ 0,013 0,15+ 0,013 0,15 + 0,043
(n-glsr:IL) Gll 0,05 + 0,013 0,07 + 0,013 0,06 + 0,043
Glil 0,14 + 0,013 0,13 £0,013 0,13 + 0,043
0,11 + 0,007 0,11 + 0,007
Gl 9,53 + 1,86 9,53 + 1,86™ 9,53 + 1,93°
Tg;:\)A Gl 22,66 + 1,86 11,66 + 1,86™ 17,16 + 1,93"
Glll 13,33 + 1,86"%° 9,50 + 1,86™ 11,41 £ 1,93
15,17 + 1,07° 10,23 +1,07°

T4: tetraiodotironina; TgAA: anticorpos anti-tireoglobulina; Gl: grupo I; Gll: grupo IlI; GllI: grupo llI; DO: dia zero de
avaliacdo; D40: dia quarenta de avaliagéo.

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre grupos (p<0,05 para a
variavel TgAA; p<0,25 para todas as variaveis).

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre tempos (p<0,05 para a variavel
TgAA; p<0,25 para todas as variaveis).
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A tetraiodotironina total corresponde a 99% do que ¢é secretado pelas tireoides
e circula ligada a proteinas plasmaticas (FELDMAN; NELSON, 2004). Ademais,
segundo Mooney e Peterson (2009), esta dosagem apresenta especificidade
diagnéstica inferior a 70%, embora sua sensibilidade seja de aproximadamente 95%,
pois apresenta variagdes induzidas por doencas ndo-enddécrinas e por farmacos, tais
como anti-inflamatorios e anticonvulsivantes. Com vistas a isto, incluimos neste
trabalho caes com erliquiose que néao recebiam outros tratamentos, entretanto, esta
informacdo nao foi fornecida no artigo dos pesquisadores que descreveram as
alteracdes nas concentracdes séricas de T4 total em caes com erliquiose. Ademais,
este grupo de pesquisadores ndo avaliou as concentragdes séricas de T4 livre e de
TSH dos caes envolvidos no estudo, a fim de avaliar mais precisamente este estado
de eutireoidismo doente verificado.

Um fato interessante do estudo anteriormente descrito € que os autores
identificaram menores concentragdes de triiodotironina (T3) em cédes com erliquiose
coinfectados por B. gibsoni, mas ndo em cées exclusivamente com erliquiose. Neste
mesmo contexto, Zygner et al. (2015) relataram que caes infectados por B. canis
canis manifestaram menores concentracbes de T3, T4 total, T4 livre e de TSH, e
sugeriram, entédo, a ocorréncia da sindrome do eutireoidismo doente naqueles caes,
de acordo com a definicdo da condicdo em seres humanos, que a caracteriza como
sindrome da triiodotironina reduzida, verificada durante o curso de muitas doencas
agudas e cronicas (WAJNER; MAIA, 2012).

No estudo em tela, a condicado de inclusdo dos caes selecionados era de que
fossem livres de coinfecgdes, a fim de evitar alguma influéncia sobre as analises
avaliadas. Outro fato a se comentar, foi a nao inclusdo da dosagem de T3 dos caes
com erliquiose naturalmente adquirida. Esta opg¢ao foi devida a pouca precisdo
diagndstica da mensuragado de T3 em relagdo aos demais horménios tireoideanos,
pois aproximadamente metade da fragdo circulante é secretada diretamente pela
tireoide, sendo o restante produzido pela desiodacdo do T4 nos tecidos periféricos.
Ademais, esse processo é frequentemente inibido pela influéncia de doengas nao-
endécrinas (MOONEY; PETERSON, 2009). Ademais, Zygner et al. (2015)

demonstraram que os cdes com babesiose apresentavam elevadas concentragoes
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de IL-6, uma citocina inflamatéria, que pode exercer fungdo na supressao da

secrecao tiroideana.

443 TSH

De forma semelhante, ndo foram observadas diferengas significativas nas
concentragbes médias de TSH entre os grupos nos tempos avaliados, condizente
com os resultados obtidos para os hormdnios T4 livre e T4 total. Assim, pode-se
sugerir que nao foram identificadas alteracbes hormonais tireoideanas que
indicassem a ocorréncia da sindrome do eutireoidismo doente em caes naturalmente

infectados por E. canis.

4.4.4 TgAA

Ao se considerar as médias de TgAA dos grupos nos tempos DO e D40, a
concentragcdo de TgAA no tempo DO foi significativamente maior que no tempo D40
(p=0,005), embora as médias estejam nos intervalos de referéncia para a espécie
(Apéndice A). As médias do grupo Il pareceram contribuir para esta diferenga, pois
no tempo DO, a concentracdo média de TgAA deste grupo foi maior do que do grupo
I (p=0,0019). Ainda, houve reducao significativa da concentragcao de TgAA entre os
tempos DO e D40 do grupo Il (p=0,008) (Figuras 10 e 11).

Nos grupos | e lll, ndo houve diferenga entre os tempos e, no tempo D40, nédo
houve diferenca entre os grupos.

Todos os caes dos grupos | e Il foram negativos na mensuracdo de
anticorpos anti-tireoglobulina e nenhum cao deste estudo apresentou positividade
neste exame. Particularmente quanto ao grupo I, clinicamente, de acordo com as
referéncias utilizadas neste estudo (Apéndice A), os valores médios de TgAA do
grupo Il no tempo DO podem ser classificados como inconclusivos, enquanto que no
D40, como negativos na identificagdo de anticorpos anti-tireoglobulinas. Apesar
deste detalhe de classificagao clinica, a diferengca entre as concentragées de TgAA

iniciais e finais neste grupo foi evidenciada (p=0,008).
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Figura 10. Representagao grafica das concentracdes médias de TgAA dos grupos |,
II e lll nos tempos DO e D40. *Diferenca significativa entre os grupos
(p<0,05). Jaboticabal, 2015.
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Figura 11. Representagao grafica das concentragcdes médias de TgAA dos grupos |,
II'e lll nos tempos DO e D40. Jaboticabal, 2015.

O desenvolvimento espontadneo de anticorpos contra o tecido tireoideano
normal € uma constatacao frequente em caes com tireoidite linfocitica, causada pela
inflamacado e consequentes destruicdo do tecido tireoideano e exposi¢cao de seus
componentes antigénicos (MOONEY; PETERSON, 2009). Estudos in vitro
mostraram citocinas envolvidas no processo inicial e de perpetuacao da tireoidite

linfocitica (CHOI et al., 2006). Pesquisadores relataram em um estudo envolvendo o
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modelo canino de tireoidite autoimune (cdes imunizados com tiroglobulina bovina),
que as citocinas Th1 (IFN-y, IL-18 e IL-15) estavam em concentragdo aumentada
durante o desenvolvimento da tireoidite linfocitica, a do tipo Th2 (IL-6) apresentou-se
pouco alterada, enquanto que as citocinas T-supressoras (IL-10 e TGF-3) estavam
aumentadas na presencga da estimulagdo antigénica. Tais resultados mostraram a
participacao sistémica de citocinas, embora o processo de tireoidite linfocitica seja
uma condigdo inflamatéria restrita as glandulas tireoideanas. Apesar de ndo termos
estudado as citocinas envolvidas no processo da infecgdo por E. canis, ha ampla
disponibilidade de informagdes na literatura neste contexto (TAJIMA; RIKIHISA,
2005; UNVER; HUANG; RIKIHISA, 2006; FARIA et al., 2011), portanto, aventa-se a
possibilidade de que o processo inflamatério induzido pela infecgdo possa direcionar
anticorpos contra o tecido tireoideano. Outrossim, esta informagdo merece ser
estudada com mais detalhes.

O estudo das concentragbes de TgAA em caes portadores de doengas nao-
hormonais é pouco descrito na literatura e, na erliquiose especificamente, ndo ha
informagdes disponiveis. Dixon e Mooney (1999), avaliaram as concentragdes de
TgAA em cées com hipotireoidismo, em cées saudaveis e naqueles com doencas
nao-endocrinas (dermatopatias, cardiopatias e neuropatias), de modo que
verificaram maiores concentracdes dos anticorpos apenas em caes hipotireoideos.

Nossos resultados sugerem que a infecgao naturalmente adquirida por E.
canis pode induzir a produgéo de anticorpos anti-tireoglobulina, porém, sem causar
supressao na secrecao dos hormoénios tireoideanos, como descrito nos subitens
anteriores. Ademais, com relagdo aos caes doentes do grupo Il, foi possivel
observar que apos o tratamento com hiclato de doxiciclina, as concentragbes dos
anticorpos TgAA foram menores no tempo D40 em relacdo ao tempo DO, e que
passaram do intervalo de inconclusivas para negativas apds o tratamento. Assim,
sugerimos que o tratamento da erliquiose com hiclato de doxiciclina parece ter
influenciado na concentracédo final de TgAA. Outro ponto a ser considerado diz
respeito a fase da doenga. Os caes deste estudo se encontravam na fase aguda ou
subclinica, fases nas quais os sinais clinicos sdo menos graves do que aqueles
encontrados na fase crénica. Neste sentido, € possivel que se tivéssemos incluido

cides em fase crbnica, os resultados poderiam diferir destes, visto o tempo de
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doenca e a gravidade do quadro clinico que o cao enfrenta, podem culminar em sua
morte (NEER; HARRUS, 2006; HARRUS; WANER, 2011), e os reflexos sistémicos

poderiam ser, portanto, muito mais severos.
4.5 Parametros de estresse oxidativo

Quanto aos parametros avaliados de estresse oxidativo, houve diferenca
significativa entre os tempos, independentemente dos grupos, apenas para a
variavel NOx, ao nivel de significancia de 5%. Os valores médios e os respectivos
erros padrao de NOx, AOPP e FRAP dos grupos |, Il e Ill, nos tempos experimentais
DO e D40 estdo na Tabela 7.

Tabela 7. Média * erro padrao da média da concentragdo de 6xido nitrico (NOXx),
produto proteico de oxidagcdo avangada (AOPP) e do poder redutor de ions

ferro (FRAP) dos grupos |, Il e lll, nos tempos experimentais DO e D40.
Jaboticabal, 2015.
Parametro Grupo DO D40 Méedia & erro padrao
Gl 28,86 + 9,79 28,86 + 9,79 28,86 + 6,29"
+
(an%T/L) Gl 59,06 + 9,79 30,23 + 9,79 44,65 + 6,29"
Gl 60,82 + 9,79 29,98 + 9,79 454 + 6,89"
49,58 + 6,01° 29,69 + 5,65°
Gl 57,81 + 6,96 57,81 + 6,96 57,81+7,14
AOPP' ail N N N
(umoliL) 96,44 + 8,29 55,59 + 8,29 76,01 + 8,24
(e][]] 71,93 + 9,45 72,96 + 9,45 72,45 + 9,25
75,39 + 4,79 62,12 + 4,79
Gl 437,33 £ 72,23 437,33 +£72,23 437,33 + 57,16
+
(ESQITL) Gl 788,22 + 104,96 717,55 + 86,82 752,88 + 71.30

Glil

620,47 + 96,91
615,34 + 53,36

764,20 + 79,13
639,69 + 45,96

692,33 + 70,01

Variavel transformada em log(observagao).
Gl: grupo [; Gll: grupo II; GlII: grupo lll; DO: dia zero de avaliagdo; D40: dia quarenta de avaliagéo.
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre grupos (p<0,05).
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa entre tempos (p<0,05).
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4.5.1 NOx (6xido nitrico)

A concentragao média de NOx no tempo DO foi significativamente maior que
no tempo D40, independentemente dos grupos estudados (p=0,007). Observou-se,
também, que o tratamento com hiclato de doxiciclina contribuiu para a reducéo das
concentragbes de NOx igualmente em ambos os grupos de cées doentes (Figura
12).

N O x
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Figura 12. Representagao grafica das concentracées médias de NOx dos grupos |,
Il e Ill nos tempos DO e D40. Jaboticabal, 2015.

O aumento nas concentragdes de NOx em cdes na fase aguda da erliquiose
experimentalmente induzida (Amostra Jaboticabal) foi descrita por Da Silva et al.
(2013). Os autores sugerem que as elevadas concentragbes de NOx nesta fase
ocorrem em funcdo da resposta imunomediada e do estresse oxidativo, que
objetivam a eliminagédo do parasita. Entretanto, a citotoxicidade do NOx, que ocorre
devido a sua habilidade de gerar peroxinitrito, iniciando diversas reagdes oxidativas,
pode gerar dano tecidual (KEITA et al., 2000), o que poderia explicar o agravamento
dos achados clinico-patolégicos manifestados na erliquiose (DA SILVA et al., 2013).
Apesar das elevadas concentragbes de NOXx objetivarem a eliminagao do parasita,
este mecanismo de protegao parece ser ineficaz e, ainda, promove piora do estado
clinico dos caes doentes. Por sua vez, menores concentragées de NOx em D40 nos

grupos de caes doentes podem ser atribuidas ao efeito do hiclato de doxiciclina na
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eliminacdo da bactéria, independentemente das doses empregadas.
Consequentemente, o tratamento com hiclato de doxiciclina parece auxiliar no

restabelecimento de equilibrio do balango oxidativo.

4.5.2 AOPP (produto proteico de oxidagao avangada)

Nao foram observadas diferengas significativas nas concentragcbes médias de
AOPP entre os grupos nos tempos avaliados, o que diverge do estudo de Da Silva et
al. (2013), que identificaram maiores concentra¢cdes de AOPP no 30° dia de infeccéo
experimental por E. canis (Amostra Jaboticabal) em caes. Ademais, os tratamentos
com doxiciclina, quando avaliados separadamente, nao influenciaram nas

concentragdes de AOPP dos caes doentes do presente estudo.

4.5.3 FRAP (poder redutor de ions ferro)

Nao foram observadas diferengas significativas nas concentragcbes médias de
FRAP entre os grupos nos tempos avaliados. As concentracées de FRAP foram
similares entre os grupos e os tempos do estudo, o que ndo nos permite concluir

acerca do perfil antioxidante em caes com erliquiose naturalmente adquirida.

4.6 Correlagoes

O estudo das correlagdes foi feito entre as variaveis plaquetas, anticorpos
anti-tireoglobulina, 6xido nitrico (NOx), DHEA-S e cortisol. Entretanto, ndo houve
correlagao significativa em nenhuma das combinacoes.

Uma das combinagdes, ilustrada a seguir, entre a concentragao de DHEA-S e
da contagem de plaquetas do grupo Il no momento D40 de avaliagdo, embora nao
significativa (p=0,057), mostra que o aumento no numero de plaquetas parece ser
acompanhado pelo aumento nas concentracbes de DHEA-S (Figura 13). Esta

observacao, portanto, requer mais estudos.
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Figura 13. Representacao grafica da correlacdo entre as concentragées médias de
DHEA-S e das contagens médias de plaquetas do grupo Il no tempo D40.
Jaboticabal, 2015.

4.7 Resultados da analise das variaveis entre os caes saudaveis e os

doentes, independentemente da dose de doxiciclina utilizada

4.7.1 Parametros hematologicos

Os valores médios (+ erro padrédo da média) das contagens de hemacias,
concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, contagem de leucécitos e de plaquetas
dos grupos controle e doente nos tempos experimentais DO, D15 e D40 estédo

apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Média + erro padrao da média das contagens de hemacias, concentragao
de hemoglobina, hematocrito, contagem de leucdcitos e de plaquetas dos

grupos controle e doente nos tempos experimentais DO, D15 e DA40.
Jaboticabal, 2015.

Parametro Grupo DO D15 D40
s Controle 7.115,0 + 178,2"@ 7.115,0 + 178,2% 7.115,0 + 178,2"
Hemacias (x10°/pL)
Doente 6.002,0 + 298 4°° 6.629,0 + 214,3"° 7.156,0 + 172,5™
Controle 17,10 + 0,49"® 17,10 + 0,49™° 17,10 + 0,49™°
Hemoglobina (g/dL)
Doente 13,98 + 0,82%° 15,40 + 0,58"° 16,50 + 0,38"°
Controle 49,33 + 1,20 49,33 + 1,20 49,33 + 1,20
Hematocrito (%)
Doente 41,16 + 2,21%° 44,36 + 1,60°%° 48,00 + 1,18
Controle 8.133,3 + 1484,9" 8.133,3 + 1484,9" 8.133,3 + 1484,9"
Leucécitos (/L)
Doente 5.708,3 + 919,4"° 7.408,3 + 569,77 8.241,7 + 946,8"
Controle 260.833 + 34.769"° 260.833 + 34.769"° 260.833 + 34.769"°
Plaquetas (/pL)
Doente 92.667 + 10.660%° 219.166 + 30.488"° 267.916 + 15.340"°

DO: dia zero de avaliagao; D15: dia quinze de avaliagao; D40: dia quarenta de avaliagao.
Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre grupos (p<0,05).
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre tempos (p<0,05).

Hemécias

Houve diferenca significativa na contagem de hemacias entre os grupos
controle e doente apenas no tempo DO de avaliagcdo (p=0,005) (Figura 14). Com
relagdo ao grupo doente, a média de hemacias foi maior no tempo D40, diferindo

dos tempos DO (p=0,001) e D15 (p=0,03). Nao foram observadas diferengas nos
demais tempos avaliados.
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Figura 14. Representacao grafica da contagem de hemacias do grupo controle e do
grupo doente no tempo DO de avaliagédo. *Diferenga significativa entre os
grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Hemoglobina

Aos moldes do que ocorreu com a contagem de hemacias, observou-se
concentracdo média de hemoglobina menor no grupo doente que no grupo controle
no tempo DO do estudo (p=0,0052) (Figura 15). Quanto ao grupo doente, a
concentracdo média de hemoglobina foi menor no tempo DO que nos tempos D15
(p=0,02) e D40 (p=0,007). Nao foram verificadas diferencas nos demais tempos

avaliados.
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Figura 15. Representacdo grafica da concentracdo de hemoglobina do grupo
controle e do grupo doente no tempo DO de avaliagdo. *Diferencga
significativa entre os grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Hematocrito

O hematdcrito médio dos caes doentes foi menor que dos caes saudaveis
tanto no tempo inicial (DO) (p=0,0053) (Figura 16A) quanto no D15 de avaliagao
(p=0,02) (Figura 16B), e néo diferiram no tempo D40. O hematdcrito médio dos caes
doentes foi maior no tempo D40, em relagéo ao tempo DO (p=0,007) e D15 (0,03) do

mesmo grupo.



75

Hematécrito Hematécrito
60 1 * 60 7 *
40 40
B B
20 A 20 A
0- T 0- T
0\0 o 0\0 N
o\‘ o2 Qﬁ 60
o S A o &~ B
00 o?
Q
Grupos

Grupos

Figura 16. Representacédo grafica do hematocrito médio do grupo controle e do
grupo doente nos tempos DO de avaliagdo (A) e D15 (B) *Diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Apesar de se observarem médias menores da contagem de hemacias, da
concentracdo de hemoglobina e do hematdcrito no grupo composto por caes
doentes, no inicio do estudo, os parametros avaliados estavam no intervalo de
referéncia para a espécie (Apéndice A). Munhoz et al. (2009) também observaram
menores valores nas contagens de hemacias, na concentragao de hemoglobina e no
hematdcrito na infecgdo experimental de cades com E. canis (Amostra Jaboticabal)
nos dias 18 e 30 pods-inoculacdo, sendo que nestes momentos, os caes
apresentavam anemia. Em nosso estudo, apesar das diferencas destas variaveis
entre os caes doentes e os do grupo controle no momento DO, os caes nao
apresentavam anemia, pois este era um dos critérios de exclusao para evitar a
babesiose, principal coinfeccdo em nossa rotina. Aos moldes do observado por
Munhoz et al. (2009), o tratamento com doxiciclina foi capaz de promover aumento
nas contagens de hemacias, na concentragdo de hemoglobina e no hematdcrito,
verificada aos 76 dias pos-inoculacdo no estudo com a doenga na forma

experimental, e no momento D40 em nosso trabalho. A saber, a dose de hiclato de
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doxiciclina utilizada por Munhoz et al. (2009) no tratamento dos cées doentes foi
5mg/kg a cada 12 horas, por 21 dias.

Em um estudo recente, Villaescusa et al. (2015) avaliaram os efeitos da
doxiciclina sobre os parametros hematologicos de cides com erliquiose monocitica
espontanea tratados com 10mg/kg a cada 24 horas, por 28 dias, e acompanhados
por um periodo de seis meses. Para fins comparativos, um grupo de caes saudaveis
foi submetido ao mesmo tratamento. Houve aumento progressivo da contagem de
hemacias e concentragdo de hemoglobina no grupo de caes com erliquiose, mas
nao no grupo controle, e isto foi atribuido ao efeito antimicrobiano do farmaco. Os
nossos resultados, assim como os de Munhoz et al. (2009) e de Villaescusa et al.
(2015) demonstram que os tratamentos com doxiciclina, independente da dose
empregada, promovem aumento nas contagens de hemacias, na concentragao de

hemoglobina e do hematdcrito dos cées doentes.

Leucbécitos

Nao foram observadas diferengas entre os grupos nos tempos avaliados
quanto aos valores de leucécitos. Todavia, no grupo de caes doentes, a média de
leucocitos em DO diferiu, apenas, de D40 (p=0,03), mostrando-se menor no
momento inicial de avaliagdo. Apesar desta diferenga, as médias de leucdcitos do
grupo de caes doentes nos trés tempos avaliados nao caracterizavam leucopenia.

No estudo de Munhoz et al. (2009) com caes experimentalmente infectados
por E. canis (Amostra Jaboticabal), leucopenia foi identificada aos 18 dias de
infeccdo e adequadamente corrigida apds o tratamento com 5mg/kg de hiclato de
doxiciclina, a cada 12 horas por 21 dias. Esta informagdo €& concordante com o
observado neste estudo, de modo que, independente da dose utilizada do farmaco,
o hiclato de doxiciclina é capaz de aumentar o numero de leucdcitos dos cades com

erliquiose.
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Plaguetas

Como esperado, ja que trombocitopenia era o principal fator de inclusao dos
caes doentes, no tempo DO houve diferenga entre os grupos controle e doente
(p=0,0037) (Figura 17). A contagem de plaquetas foi menor no grupo doente no
tempo DO, diferindo dos tempos D15 (p=0,0007) e D40 (p=0,0007), e ndo houve
diferenga nos demais tempos do estudo. O tratamento com doxiciclina contribuiu
para o aumento da contagem de plaquetas a partir do tempo D15 (p=0,38),

perpetuando-se em D40 (p=0,85), independentemente da dose utilizada.
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Figura 17. Representagao grafica da contagem de plaquetas do grupo controle e do
grupo doente no tempo DO de avaliacdo. *Diferenga significativa entre os
grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Munhoz et al. (2009) identificaram trombocitopenia a partir do sexto dia de
infeccdo experimental por E. canis (Amostra Jaboticabal), apresentando seu pico
aos 18 dias de infecgao, e corrigida aos 76 dias pés-infecgdo (que correspondiam a
25 dias apos o fim do tratamento com 5mg/kg de hiclato de doxiciclina, a cada 12
horas por 21 dias). Este estudo foi desenvolvido na mesma regido do Estado de Sao
Paulo que o trabalho dos pesquisadores anteriormente citados, portanto, as mesmas
variagbes hematoldgicas eram esperadas, por se tratar, possivelmente, de infecgao

pela mesma amostra de E. canis, embora por metodologia diferentes: infecgao
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experimental no estudo de Munhoz et al. (2009) e infec¢do de ocorréncia natural no
estudo em tela.

Adicionalmente, o estudo de Villaescusa et al. (2015) no qual os efeitos da
doxiciclina sobre os parametros hematoldgicos de caes com erliquiose espontanea e
em caes saudaveis tratados com 10mg/kg a cada 24 horas, por 28 dias foram
avaliados, houve aumento da contagem de plaquetas em ambos os grupos, o que os
permitiu sugerir que a doxiciclina pode exercer algum efeito sobre a produgédo de
plaquetas sem, contudo, fornecer maiores detalhes. Por fim, os autores
consideraram uma limitagdo do estudo a auséncia de um grupo placebo, assim
como a possibilidade dos caes selecionados apresentarem comorbidades
adjacentes, apesar das exclusdes sorolégica e molecular de Ehrlichia spp.,
Anaplasma spp., Neorickettsia spp. e Leishmania spp., que pudessem justificar a
influéncia do tratamento sobre o aumento da contagem de plaquetas nos cées
selecionados como saudaveis. Reconhecemos que seria interessante a inclusdo de
grupos de caes nao doentes, que recebessem as mesmas doses de 5 e de 10mg/kg
de hiclato de doxiciclina, tal como nos grupos Il e lll, a fim de excluir a possibilidade
do aumento de trombdécitos observado nos caes doentes ser ou ndo devido ao efeito

do farmaco.

4.7.2 Parametros adrenais

As concentracbes médias e os respectivos erros padrao das concentracdes
de cortisol e de DHEA-S dos grupos controle e doente nos tempos experimentais DO
e D40, nos momentos pré e pds a administragdo de ACTH estao expostos na Tabela
9.
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Tabela 9. Média + erro padrao da média das concentragdes de cortisol e de sulfato
de dehidroepiandrosterona (DHEA-S) dos grupos controle e doente nos
tempos experimentais DO e D40, nos momentos pré e pos a administragao
de ACTH. Jaboticabal, 2015.

Parametro Grupo DO D40
Pré Pés Pré Pés
Cortisol Controle  1231+1,19™ 11418+ 1107"  12,31£1,19% 114,18+ 11,07"
(ng/mL) Doente  31,34+9,18" 136,90 + 10,55"° 29,29 + 6,00"* 126,62 £ 6,417
DHEA-S Controle  0,033+0,013"  0,022+0,010*  0,033+0,013"  0,022+0,010"
(hg/mL) Doente  0,025+0,012°*  0,043+0,017°*  0,023+0,011"® 0,018 £ 0,009*

DO: dia zero de avaliagédo; D40: dia quarenta de avaliagéo.
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre grupos (p<0,05).
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre tempos (p<0,05).

Cortisol

O cortisol pré-ACTH diferiu do pés, tanto no grupo controle quando doente,
em ambos os tempos do estudo, demonstrando que a resposta ao estimulo
hormonal ocorreu satisfatoriamente em ambos os grupos, de modo que as
concentracdes basais e pos-ACTH estdo de acordo com as referéncias para a
espécie (Apéndice A). Ademais, houve diferenca quanto a variavel cortisol apenas
no momento pré-ACTH entre o grupo doente e controle (p=0,01) no tempo D40
(Figura 18). De acordo com as referéncias de cortisol basal apresentadas no
Apéndice A, as concentragbes médias de ambos os grupos, apesar de diferirem, néo

representam alteracdes para a espécie canina.
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Figura 18. Representagao grafica da concentracado de cortisol pré-ACTH do grupo
controle e do grupo doente no tempo D40 de avaliagdo. *Diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Assim como relatado anteriormente por nosso grupo de pesquisa, caes com
erliquiose naturalmente adquirida apresentam adequada secregdo de cortisol
mediante estimulo do ACTH (RONDELLI et al. (2015b). A informagao adicional do
estudo atual é que os tratamentos com a doxiciclina, de fato, ndo influenciaram nas

concentracdes de cortisol.

DHEA-S

Nao foram observadas diferengcas entre os grupos e os tempos estudados
quanto a variavel DHEA-S.

Agrupar os caes doentes foi capaz de promover alteracbes na analise
estatistica, ndo sendo mais observada diferenga quanto as concentracées de DHEA-
S com relagdo aos caes saudaveis. Este fato pode ser entendido se ressaltarmos
que o grupo Il foi o que apresentou diferengas entre grupos e momentos, enquanto
que o grupo lll se comportou semelhantemente ao grupo controle. Esta informacgao
diverge do descrito por Rondelli et al. (2015a), quando observaram maiores
concentragdes séricas de DHEA-S em 21 caes naturalmente infectados por E.canis,
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quando comparados a 10 cides saudaveis. Acreditamos que o numero de caes
envolvido nos estudos possa ter contribuido com esta diferenga e nao invalidamos a
hipétese de que caes com erliquiose, de fato, secretam mais DHEA-S do que caes

saudaveis, assim como observado no grupo Il deste estudo.

4.7.3 Parametros tireoideanos

As médias (x erros padrao) das concentracdes de T4 livre por didlise, T4 total,
TSH e de TgAA dos grupos controle e doente nos tempos experimentais DO e D40

estao apresentados na Tabela 10.

T4 livre por dialise

Nao houve diferenga entre as concentragcées de T4 livre entre os grupos no
tempo DO, entretanto, no tempo D40, a concentracdo média do grupo doente foi
maior que do grupo controle (p=0,01) (Figura 19). No grupo de caes doentes, a
concentragdo média de T4 livre foi menor no tempo DO que em D40 (p=0,04). Nao
foram verificadas diferengas entre os grupos nos tempos avaliados quanto as
variaveis T4 total e TSH.

Tabela 10. Média + erro padrdo da média das concentracdes de T4 livre por
dialise, T4 total, TSH e de TgAA dos grupos controle e doente nos
tempos experimentais DO e D40. Jaboticabal, 2015.

Parametro Grupo DO D40

T4 livre por dialise Controle 1,09 + 0,07Aa 1,09 + 0,07Ba
(ng/mL) Doente 1,19 + 0,07*° 1,39 + 0,08"
Controle 24,05 + 3,45 24,05 + 3,45

T4 total (ng/mL) A A
Doente 19,10 + 2,10™® 22,00 + 1,28

Controle 0,15+ 0,05 0,15 + 0,05

TSH (ng/mL) N A
Doente 0,10 £ 0,02™ 0,10 £ 0,02

TgAA Controle 9,54 £ 1,73" 9,54 + 1,73
(%) Doente 18,00 % 2,67"° 10,60 = 1,04"°

T4: tetraiodotironina; TgAA: anticorpos anti-tireoglobulina; DO: dia zero de avaliagdo; D40: dia
quarenta de avaliagao.

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre grupos (p<0,05)
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre tempos (p<0,05).
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A média de T4 livre por didlise dos caes doentes aumentou no tempo final do
estudo, diferindo do tempo inicial. Entretanto, este resultado deve ser analisado com
cautela, uma vez que apenas dois caes doentes apresentaram T4 livre menor, ou
muito préximo ao limite inferior de referéncia (0,72ng/mL e 0,84ng/mL) (Apéndices A
e C2). De fato, apés o tratamento com hiclato de doxiciclina, nenhum céao
apresentou T4 livre incompativel com a referéncia para a espécie. Assim, estes
resultados nao podem ser classificados como eutireoidismo doente em caes com

erliquiose naturalmente adquirida.

T4 livre por dialise

*

N
ob‘
09
X
S
00
Grupos

Figura 19. Representacao grafica da concentragao de T4 livre por dialise do grupo
controle e do grupo doente no tempo D40 de avaliagdo. *Diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

TgAA

Nao foram observadas diferengas na concentragcdo de anticorpos anti-
tireoglobulina entre os grupos. Porém, no grupo doente, notaram-se maiores
concentracbes de TgAA no tempo DO que no tempo D40 do estudo (p=0,01),
mostrando repeticdo dos resultados observados quando a analise foi feita de acordo

com as doses de doxiciclina administradas, ou seja, maiores concentragbes de



83

TgAA nos cées doentes e significativamente menores apds os tratamentos como
farmaco. Ainda, isto permite afirmar que as diferentes doses de doxiciclina utilizadas

no tratamento da erliquiose promovem o mesmo efeito sobre a variavel TgAA.

4.7.4 Parametros de estresse oxidativo

Os valores médios e os respectivos erros padrdo da concentragao de NOX,
AOPP e FRAP estao expostos na Tabela 11.

Tabela 11. Média % erro padrao da média da concentracdo de oxido nitrico
(NOx), produto proteico de oxidacdo avangada (AOPP) e do poder
redutor de ions ferro (FRAP) dos grupos controle e doente nos
tempos experimentais DO e D40. Jaboticabal, 2015.

Parametro Grupo DO D40
NOXx Controle 28,87 + 2,08 28,87 +2,08™
(umoliL) Doente 62,42 + 10,23 30,10 + 4,08"°
AOPP Controle 57,82 + 3,83% 57,82 + 3,83"
(umoliL) Doente 92,86 + 6,31° 56,61 + 4,44"°
FRAP Controle 437,30 + 38,00% 437,30 + 38,00%
(umoliL) Doente 785,80 + 54,03 750,80 + 52,05

DO: dia zero de avaliagédo; D40: dia quarenta de avaliagéo.
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre grupos (p<0,05)
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre tempos (p<0,05).

NOx (6xido nitrico)

As concentragbes médias de NOx do grupo doente foram maiores que as do
grupo controle (p=0,0075) no tempo DO (Figura 20), e ndo expressaram diferenga no
tempo D40 (p=0,79). Quanto ao grupo doente, a concentragcdo média de NOx foi
maior em DO, diferindo de D40 (p=0,005).
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Figura 20. Representacdo grafica da concentragdo de NOx do grupo controle e do
grupo doente no tempo DO de avaliacdo. *Diferenga significativa entre os
grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Assim como o observado individualmente nos grupos Il e lll, a analise dos
cées doentes compondo um sé grupo demonstrou que os cdes com erliquiose
apresentam maiores concentragoes de NOx que os caes saudaveis, assim como o
relatado por Da Silva et al. (2013), em cées experimentalmente infectados por E.
canis (Amostra Jaboticabal). Ademais, ambos os tratamentos a base de doxiciclina
empregados neste estudo promoveram a reducédo da concentragdo sérica de NOx

dos cées doentes ao longo dos tempos avaliados.

AOPP (produto proteico de oxidagcao avancada)

Similar ao ocorrido com o NOx, a concentracdo de AOPP foi diferente entre
os grupos doente e controle (p=0,0004) no tempo DO (Figura 21). No D40, ndo
houve diferenga entre os grupos, de modo que a concentracdo média do grupo
doente foi semelhante a dos caes saudaveis (p=0,84). No grupo de caes doentes, a
concentracdo média de AOPP também foi maior em DO, diferindo de D40
(p=0,0001).
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Figura 21. Representagao grafica da concentracao de AOPP do grupo controle e do
grupo doente no tempo DO de avaliagdo. *Diferenga significativa entre os
grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Embora as concentragcdes de AOPP nao tenham apresentado diferencas
entre os caes doentes nos grupos individualizados (grupos Il e lll), observou-se
diferengca quando os grupos foram avaliados em conjunto, comparativamente ao
grupo controle. Os cdes com erliquiose apresentaram maiores concentragdes
séricas de AOPP no momento de doencga, assim como foi descrito por Da Silva et al.
(2013) nos caes experimentalmente infectados por E. canis (Amostra Jaboticabal),
aos 30 dias pos-inoculagdo. Esta informacdo indica que caes com erliquiose
apresentam oxidacao proteica, avaliada pelas concentragcdes aumentadas de AOPP.
Como esperado, os tratamentos com doxiciclina foram capazes de promover a
reducao significativa nas concentracoes de AOPP dos cades doentes, de modo a
contribuir para o restabelecimento do balancgo oxidativo.

FRAP (poder redutor de ions ferro)

Foram observadas diferencas entre o grupo doente e o grupo controle
(p=0,0002) tanto no tempo DO (Figura 22A) quanto no tempo D40 (p=0,0003) (Figura
22B), sendo que as maiores concentragdes foram observadas nos caes doentes.
Individualizando o grupo de caes doentes, a concentragdo média de FRAP nao

diferiu entre os tempos DO e D40 (p=0,32).
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Figura 22. Representacao grafica da concentragdo de FRAP do grupo controle e do
grupo doente nos tempos DO de avaliacao (A) e D40 (B). *Diferenca
significativa entre os grupos (p<0,05). Jaboticabal, 2015.

Dentre as variaveis estudadas que refletem o estresse oxidativo, o FRAP
apresentou resultados muito interessantes. As concentracbes de FRAP se
mostraram maiores nos caes doentes, tanto antes quanto depois do tratamento com
hiclato de doxiciclina. Enquanto as concentragdes de NOx e AOPP apresentaram-se
elevadas no momento de doencga, seguidas de menores concentragdes pos-
tratamento farmacolégico, as concentracées de FRAP mantiveram-se praticamente
estaveis. Enquanto NOx e AOPP indicam a ocorréncia de estresse celular, FRAP
representa os mecanismos antioxidantes antagbnicos, que visam manter o equilibrio
oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007). De posse desta informagéao, entendemos
que os mecanismos oxidantes envolvidos na erliquiose sdo influenciados pelo
tratamento com hiclato com doxiciclina, embora o antioxidante permaneca
inalterado. Analisando este resultado, acredita-se que os mecanismos protetores da
oxidacdo permanecem ativados em caes com erliquiose, apesar do tratamento
farmacoldgico. Esta hipotese merece ser estudada, por meio de avaliagbes das
concentragcbes de FRAP, além dos 40 dias de seguimento deste estudo.

Comportamento semelhante foi observado em caes com linfoma multicéntrico,

embora esta condi¢cdo apresente a fisiopatogenia muito divergente da que ocorre na
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erliquiose. Caes com linfoma multicéntrico apresentaram concentracbées maiores de
FRAP que os individuos controle, além de concentragdes estaveis de FRAP antes e
ap6s o tratamento quimioterapico (BOTTARI et al., 2015). Neste mesmo sentido,
caes com doencas cardiovasculares (endocardiose de mitral e cardiomiopatia
dilatada) demonstraram maiores concentra¢gdes de FRAP que os cades saudaveis,
ainda caes com quadro clinico mais avangado e com sugestdes de ocorréncia de
hipdéxia, por perfusdo diminuida, apresentavam as maiores concentragdes deste
marcador antioxidante. Os dados descritos nos estudos anteriormente citados
sugerem que este seja um mecanismo de defesa frente aos estimulos mencionados
(HETYEY et al., 2007).

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com este estudo, nas condigdes em que foi conduzido,

permitiram concluir que:

e O farmaco hiclato de doxiciclina, nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg,
administrado a cada 12 horas por 30 dias, € capaz de promover melhora
nas variaveis hematoldgicas estudadas, por meio do aumento da
contagem de hemacias, da concentragcdo de hemoglobina, do hematdcrito,
e da contagem de leucécitos e plaquetas.

e Caes naturalmente infectados por E. canis mantém adequada capacidade
de secretar cortisol frente ao estimulo do ACTH, assim como a reserva
adrenocortical preservada mesmo no estado de doenca.

e A erliquiose monocitica canina de ocorréncia natural € capaz de promover
o0 aumento na secre¢ao hormonal adrenocortical de DHEA-S.

e O farmaco hiclato de doxiciclina, nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg,
administrado a cada 12 horas por 30 dias, promove a redugdo da
concentracao sérica de DHEA-S pdés-tratamento.

e Caes naturalmente infectados por E. canis apresentam maiores
concentragbes de anticorpos anti-tireoglobulinas, embora ndo manifestem

a sindrome do eutireoidismo doente.
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O farmaco hiclato de doxiciclina, nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg,
administrado a cada 12 horas por 30 dias, promove a redugcdo da
concentracéo seérica dos anticorpos anti-tireoglobulinas pds-tratamento.
Caes com erliquiose naturalmente adquirida apresentam maiores
concentragdes de Oxido nitrico, produto proteico de oxidagdo avangada e
do poder redutor de ions ferro.

O farmaco hiclato de doxiciclina, nas doses de 5mg/kg e 10mg/kg,
administrado a cada 12 horas por 30 dias, promove a reducdo da
concentracdo sérica de oOxido nitrico e produto proteico de oxidacao
avancgada, mas nao do poder redutor de ions ferro, avaliados dez dias
apods o tratamento.

O efeito do hiclato de doxiciclina sobre as variaveis estudadas nao foi

dose-dependente.
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APENDICE A. Valores de referéncia dos parametros hematolégicos e hormonais utilizados neste
estudo, para a espécie canina. Jaboticabal, 2015.

Hemacias' 5.500 — 8.500 x10°/uL
Hemoglobina' 12 — 18 g/dL
Hematocrito' 37 — 55%
Leucécitos’ 6.000 — 18.000/uL
Plaquetas’ 180.000 — 400.000/uL
Cortisol pré-ACTH'™ 5 — 60 ng/mL
Cortisol p6s-ACTH'™ 60 — 170 ng/mL
T4 livre por dialise’ 0,8 — 3,0 ng/mL
T4 total' 15 — 30 ng/mL
TSH'™ 0,05 — 0,50 ng/mL
<20% negative
TgAAT'r 20 — 35% inconclusivo

>35% positive

T Referéncias do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da Unesp/Jaboticabal.

" Referéncias do BET Laboratories, Rio de Janeiro — RJ — Brasil.

ACTH: hormbnio adrenocorticotrépico; T4: tetraiodotironina; TSH: hormdnio estimulador da tireoide;
TgAA: anticorpos anti-tireoglobulina.
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APENDICE B. Apresentacdo de dados individuais (idade, sexo, sinais clinicos e sugestdo de fase da
doenga) dos caes dos grupos |, Il e lll. Jaboticabal, 2015.

Idade Sinais e Sugestao
Gru Cs n Sexo ac’he.xdos de fase de
po ao (anos) clinicos doenga
1 3 M X Higido
2 6 F X Higido
I 3 8 M X Higido
4 5 F X Higido
5 4 M X Higido
6 1,5 F X Higido
1 5 M X Subclinica
2 5 F Ixodidi’ose, Aguda
uveite
Anorexia,
émese,
3 6 M ixodidiose, Aguda
uveite
Il —
Emaciacao,
4 5 M fémese, febre, Aguda
ezes pastosas,
hiporexia
5 1 M Apatia, febre, Aguda
hiporexia
1,5 F Esplenomegalia Aguda
1 7 F X Subclinica
Emaciacéo,
esplenomegalia,
2 1,5 F hiporexia, Aguda
ixodidiose,
uveite,
Emaciagéo;
3 4 F contactante em Aguda
m tratan)en.to para
erliquiose
Anorexia, apatia,
4 6 F esplenomegalia, Aguda
fezes pastosas
5 5 M Esplenomegalia Aguda
Apatia,
6 6 M he?atoqugzia, Aguda
iporexia,
oligodipsia

F: fémea; M: macho; X: assintomaticos.
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APENDICE C1. Valores das contagens de hemacias, concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, contagem de leucécitos e de plaquetas dos caes
dos grupos |, Il e lll, nos tempos experimentais DO, D15 e D40. Jaboticabal, 2015.

Hemacias (x10°/uL)

Hemoglobina (g/dL)

Hematocrito (%)

Leucocitos (/uL)

Plaquetas (/L)

Grupo Cdo DO D15 D40 DO D15 D40 DO D15 D40 DO D15 D40 DO D15 D40
1 7590 7590 7.590 17,7 17,7 17,7 50,6 506 50,6 10.600 10.600 10.600 235.000 235.000 235.000

2 7240 7240 7240 183 183 183 532 532 532 4500 4500 4500 212.000 212.000 212.000

3 6400 6.400 6400 152 152 152 449 449 449 5600 5600 5600 284.000 284.000 284.000

I 4 7440 7440 7440 178 178 178 511 511 511 10.800 10.800 10.800 171.000 171.000 171.000
5 6.820 6.820 6.820 16 16 16 474 474 474 4600 4600 4.600 246.000 246.000 246.000

6 7200 7200 7200 17,6 17,6 17,6 488 488 488 12700 12700 12700 417.000 417.000 417.000

1 7080 7550 7.700 18,1 183 185 51,7 525 534 13.200 12.800 15500 125.000 186.000 230.000

2 7440 7510 8050 16,7 17,3 182 485 444 535 11200 8700 9.100 140.000 261.000 217.000

3 5080 6440 6650 11,3 15 158 323 423 439 3200 6.500 6.400 113.000 408.000 259.000

I 4 5380 6630 6570 125 143 154 36 458 451 4300 7.000 6.500 64.000 390.000 313.000
5 6490 7.080 7.390 153 17,2 18 453 488 50,7 4300 8900 11.000 74.000 300.000 392.000

6 6660 6270 8050 168 161 175 462 42,8 545 5900 5200 6.100 60.000 161.000 270.000

1 7330 7.990 6.150" 17,9 189 145" 525 554 4277 6.000 6.700 11.300" 44.000 50.000 192.000"

2 5060 6260 7.460 11,4 141 169 348 424 493 4300 6.900 9900 59.000 131.000 270.000

3 4690 6220 6710 116 144 159 332 424 463 3.000 6.500 3.300 158.000 222.000 268.000

i 4 6100 6.160 6.990 13 138 153 43 40,5 46,2 4500 6.400 5600 71.000 211.000 318.000
5 4520 5840 6.940" 98 13 153" 313 39,1 448" 4000 7.000 6.800" 84.000 141.000 242.000"

6 6190 5590 7210 134 133 164 391 359 46 4600 6.300 7.400 120.000 169.000 244.000

T Parametros hematoldgicos obtidos aos 70 dias de avaliaco (40 dias apds tratamento); DO: dia zero de avaliacdo; D15: dia quinze de avaliagéo; D40:
dia quarenta de avaliacéo.
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APENDICE C2. Valores das concentracdes de T4 livre por didlise, T4 total, TSH e TgAA dos caes dos grupos |, Il e lll, nos tempos experimentais DO e
D40. Jaboticabal, 2015.

T4 livre por dialise T4 total (ng/mL) TSH (ng/mL) TgAA (%)
Grupo Cao (ng/mL)
DO D40 DO D40 DO D40 DO D40
1 1,32 1,32 38,3 38,3 0,05 0,05 13 13
2 0,83 0,83 26,3 26,3 0,03 0,03 8 8
3 1,24 1,24 26,3 26,3 0,11 0,11 15,2 15,2
' 4 1,09 1,09 17,9 17,9 0,41 0,41 5 5
S 0,96 0,96 14 14 0,11 0,11 5 5
6 1,1 1,1 21,5 21,5 0,19 0,19 11 11
1 1,08 1,44 28,9 19 0,08 0,1 17 13
2 1,19 1,52 26 23,4 0,08 0,09 35 21
3 0,72 1,54 8 24.4 0,03 0,03 28 9
I 4 1,23 1,5 18,4 27,7 0,03 0,03 32 7
5 1,37 0,96 19,6 16,5 0,09 0,16 18 11
6 1,56 1,91 29,9 28,9 0,04 0,04 6 9
1 1,42 1,55 17 19 0,08 0,06 16 10
2 1,03 1,05 11,8 20,4 0,11 0,09 19 9
3 1,25 1,66 23,8 26 0,09 0,08 14 8
il 4 0,84 1,28 93 20,8 0,03 0,16 9 10
S 1,12 0,97 15 14,6 0,4 0,33 13 10
6 1,54 1,37 21,6 24,2 0,14 0,06 9 10

DO: dia zero de avaliagao; D40: dia quarenta de avaliag&o; T4: tetraiodotironina; TSH: hormdnio estimulador da tireoide; TgAA: anticorpos anti-tireoglobulina.



APENDICE C3. Valores das concentracdes de NOx, AOPP e FRAP dos caes dos grupos |, Il e Ill, nos tempos experimentais
D0 e D40. Jaboticabal, 2015.

NOx (umol/L) AOPP (umol/L) FRAP (umol/L)
Grupo Cao DO D40 DO D40 DO D40
1 35,8 35,8 67,2 67,2 563 563
2 24,1 24,1 54,6 54,6 389 389
3 32,9 32,9 59,3 59,3 456 456
' 4 26,1 26,1 53,7 53,7 523 523
S 31,0 31,0 68,6 68,6 324 324
6 23,3 23,3 43,5 43,5 369 369
1 150,7 21,7 X 75,3 894 456
2 47,6 23,0 102 45,2 963 902
3 59,8 62,7 105,6 X 569 856
L 4 40,5 21,8 95,3 43,8 X 589
S 33,9 25,1 81 45,6 689 X
6 21,9 27,1 78,6 58,9 X 884
1 62,3 24,8 56,7 45,6 695 569
2 81,2 30,8 1231 X X 765
3 94, 1 33,6 93,1 56,9 783 741
I 4 32,1 19,8 100,3 58,6 X X
5 79,6 16,6 X 79,6 691 784
6 45,3 54,3 X X 1002 962

X: analise ndo realizada; NOx: 6xido nitrico; AOPP: produto proteico de oxidagdo avangada; FRAP: poder redutor dos ions ferro; DO: dia
zero de avaliagédo; D40: dia quarenta de avaliagao.

107



108

APENDICE C4. Valores das concentracdes de cortisol e DHEA-S dos caes dos grupos |, Il e lIl, nos tempos experimentais DO e D40, nos momentos
pré e pos a administragdo de ACTH. Jaboticabal, 2015.

Cortisol (ng/mL)

DHEA-S (ug/mL)

Grupo Cao DO D40 DO D40
Pré Pés Pré Pés Pré Pés Pré Pés
1 13 84,3 13 84,3 0,084 0,06 0,084 0,06
2 8,9 148 8,9 148 0 0 0 0
3 15,2 110,9 15,2 110,9 0,007 0 0,007 0
' 4 14,1 127,8 14,1 127,8 0,065 0,052 0,065 0,052
5 8,4 133 8,4 133 0,021 0,01 0,021 0,01
6 14,3 81,1 14,3 81,1 0,021 0,015 0,021 0,015
1 7.4 75,3 43,1 117,1 0 0,023 0,01 0
2 15,3 127,3 15 125,2 0 0 0 0,008
3 22,3 133,3 18,1 133,2 0,131 0,194 0,042 0,025
I 4 60,3 190,1 46,7 141 0,065 0,131 0,065 0,076
S 110,3 192,7 76,1 101,1 0 0 0 0
6 11,1 125,2 48,2 128,3 0 0 0,005 0
1 10 166,7 12,1 178,1 0 0 0,026 0,023
2 10,1 105,2 10,2 127,2 0,031 0,026 0 0
3 18,2 117,2 26,1 135,1 0 0,007 0 0
n 4 68,1 176,2 8,5 132,7 0 0,057 0 0
5 28,7 111,2 34,2 88,3 0,073 0,052 0,131 0,094
6 14,2 122,1 13,2 112,2 0 0,031 0 0

DHEA-S: sulfato de dehidroepiandrosterona; DO: dia zero de avaliagdo; D40: dia quarenta de avaliagdo; ACTH: horménio adrenocorticotropico.



APENDICE D1. Tabela da analise de variancia dos parametros hematolégicos.

Parametros hematoloégicos

Valores de P para as variaveis

Fonte de Grau de Hemacias Hemoglobina Hematocrito Leucécitos Plaquetas
variagao liberdade

Grupo 2 0,0487 0,02 0,0312 0,419 0,048
Erro 15 0,0051 0,0001 0,002 <,0001 <,0001
Tempo 2 0,0007 0,001 0,004 0,0021 <,0001
Grupo X 4 0,0722 0,0759 0,181 0,093 <,0001
tempo

R? 0,76 0,83 0,76 0,90 0,88
C.V. (%) 7,89 7,50 8,20 17,69 20,98

APENDICE D2. Tabela da analise de variancia dos parametros tireoideanos.

Parametros tireoideanos

Valores de P para as variaveis

Fonte de Grau de T4 livre T4 total TSH TgAA
variagcao liberdade

Grupo 2 0,15 0,31 0,36 0,034
Erro 15 0,056 0,005 <,0001 0,074
Tempo 1 0,057 0,19 0,88 0,005
Grupo X 2 0,22 0,46 0,57 0,02
tempo

R? 0,77 0,83 0,96 0,82
C.V. (%) 15,84 19,90 27,80 35,91
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APENDICE D3. Tabela da analise de variancia dos parametros de estresse oxidativo (NOXx).

Parametros estresse oxidativo

Valores de P para a variavel

Fonte de variacdo Grau de liberdade NOx'
Grupo 2 0,13
Erro 15 0,51
Tempo 1 0,007
Grupo X tempo 2 0,11
R? 0,69
C.V. (%) 11,54

TVariavel transformada em log (observacdo).

APENDICE D4. Tabela da analise de variancia dos parametros de estresse oxidativo (AOPP e FRAP).

Parametros estresse oxidativo

Valores de P para a variavel

Fonte de variacdo  Grau de liberdade AOPPT FRAPT
Grupo 2 0,64 0,048
Erro 14 0,49 0,54
Tempo 1 0,63 0,50
Grupo X tempo 2 0,19 0,40
0,65 0,70
CV. (%) 20,22 7.05

TVariavel transformada em log (observagao).



APENDICE D5. Tabela da analise de variancia dos parametros adrenais.

Parametros adrenais

Valores de P para a variavel

Fonte de variacdo Grau de liberdade Cortisol’ DHEA-S™T
Grupo 2 0,02 0,91
Erro (cao) 15 0,14 <,0001
Tempo 1 0,94 0,01
Grupo X tempo 2 0,53 0,003
Erro (Grupo X Tempo) 15 0,38 <,0001
Momento 1 <,0001 0,71
Tempo X momento 1 0,66 0,02
Grupo X momento 2 0,02 0,03
Grupo X tempo X 2 0,41 0,23
momento

R? 0,92 0,95
C.V. (%) 11,6 47,56

TVariavel transformada em log (observacéo).
™ Variavel transformada em log (observacéo +1).



