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“E preciso jamais ter observado os animais para ndo
distinguir neles as diferentes vozes da necessidade,
do amor, da alegria, do temor, da colera e de todos os seus afetos.
Seria muito estranho que exprimissem tdo bem
0 que ndo sentem...”
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CARACTERISTICAS ULTRAESTRUTURAIS DE CELULAS PARASITADAS
POR Ehrlichia spp., METODOS DIAGNOSTICOS E ALTERACOES
HISTOPATOLOGICAS EM ORGAOS DE CAES COM ERLIQUIOSE DE
UBERLANDIA-MG

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi analisar extensées de sangue
periférico, sangue venoso e leuconcentragdo e “nested-PCR” como métodos
diagnésticos para erliquiose canina. Objetivou-se também estudar as
alteracdes histopatologicas de 6rgaos dos animais que viessem a O6bito, as
caracteristicas ultraestruturais de Ehrlichia spp. e de Anaplasma platys e
confirmar o diagndstico citolégico de Babesia spp. utilizando-se “seminest-
PCR”. Para tal foram selecionados 56 caes com presenca de morulas e/ou
granulacoes atipicas em leucdcitos e/ou presenca de mérulas em plaquetas de
extensbes de sangue periférico, sugestivas de infeccao por Ehrlichia spp. ou
Anaplasma platys, respectivamente. Dois cdes que vieram a Obito foram
utilizados para estudos histopatolégicos e ultra-estruturais de érgaos e seis que
apresentaram merozoitos em microscopia de luz foram utilizados para se
confirmar o diagnéstico de Babesia spp. Concluimos que o0 uso da citologia
para a deteccado de inclusdes intracitoplasmaticas de sangue periférico corada
por Giemsa é um importante método diagndstico em infec¢des causadas por
Ehrlichia spp. e Babesia spp.; ja para Anaplasma platys apresentou-se com
baixa sensibilidade quando comparado a nPCR. Extensdo de sangue periférico
de margem de orelha externa corada por Giemsa mostrou-se a técnica
citoléogica mais sensivel quando comparada a outros tipos de extensdes.

“Nested PCR” foi 0 método menos subjetivo para o diagnéstico de EMC.

Palavras-chave: Anaplasma platys, diagnostico, Ehrlichia canis,
ultraestrutura, PCR, métodos citoldgicos.
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ULTRASTRUCTURAL CARACHTERISTICS OF CELLS PARASITED BY
Ehrlichia spp., DIAGNOSIS METHODS AND HISTOPATHOLOGICAL
ALTERATIONS IN DOG ORGANS WITH EHRLICHIOSIS FROM
UBERLANDIA-MG

SUMMARY - The objective of this study was the comparison of the diagnostic
between peripheral blood smears, venous blood and leuconcentration, and
“nested-PCR” as diagnosis methods for canine erlichiosis. Also was objective to
study the histopathological alterations of organs from animals that died, as well
as the ultrastructural characteristics of Ehrlichia spp. and Anaplasma platys and
confirm the cytological diagnosis of Babesia spp. utilizing “seminest-PCR”. In
order to do this, were selected 56 dogs with morule presence and/or atypical
granulation in leucocytes and/or morule presence in platelets of peripheral
blood smears, suggestive of infection by Ehrlichia spp. or Anaplasma platys,
respectively. Two dogs that have died were utilized to histopathological and
ultrastructural studies of organs. Six dogs that have presented merozoites in
light microscopy were utilized to confirm the Babesia spp., diagnosis. We
concluded that the use of cytology for detection of intracytoplasmatic inclusions
of peripheral blood stained with Giemsa is a significant diagnosis method in
infections caused by Ehrlichia spp. and Babesia spp.; but for Anaplasma platys
it was less sensitive when compared with nPCR. Peripheral blood smears of
external ear margin stained with Giemsa was found the more sensitive
cytological technique when compared to other kind of extensions. “Nested PCR”

was the less subjective method for CME diagnosis.

Key words: Anaplasma platys, diagnosis, Ehrlichia canis, ultraestructure,
PCR, cytological methods.



I. INTRODUCAO

Devido a ampla distribuicdo geografica do seu vetor, o carrapato
Rhipicephalus sanguineus, erliquiose canina € uma das doengas infecciosas
mais importantes de caes no Brasil (AGUIAR et al., 2007a).

Milken et al. (2004) descreveram que a populacdo canina tem
aumentado nos ultimos anos e com ela a de carrapatos, trazendo maior
ocorréncia de doencas como babesiose e erliquiose, entre outras. A partir de
entdo, vem crescendo a preocupacado com os métodos de diagndstico destas
enfermidades.

O diagnéstico de doengas transmitidas por carrapatos requer uma
combinacdo de achados clinicos e laboratoriais, visualizagdo direta por
microscopia ou imunodeteccdo dos organismos infecciosos no sangue ou
tecidos infectados, cultura microbiana, testes sorolégicos, immunoblotting e
reacao em cadeia da polimerase (PCR) (SHAW et al., 2001).

Para Andereg e Passos (1999), o sucesso do tratamento depende da
precocidade do diagnostico, realizado através de esfregacos sanguineos,
métodos sorologicos ou PCR, podendo variar de acordo com a fase da doencga
em que o animal se encontra. Ressaltaram ainda que o diagnéstico de
erliquiose canina tem sido mais freqlente devido ao maior conhecimento sobre
a doenga, a expansdo geografica de sua ocorréncia e a melhoria das técnicas
utilizadas. Assim, testes mais sensiveis oferecem maior eficiéncia na pesquisa
e na identificacdo de animais portadores.

A relacao homem-animal vem se estreitando cada vez mais, portanto,
com 0s movimentos sempre crescentes de preservacao ambiental e contato
com a natureza, espera-se que um numero maior de individuos possa adquirir
doencas erliquiais. Dessa forma, tornam-se necessarias pesquisas que
busquem identificar esses agentes nos animais domésticos e silvestres e os
transmissores artropodes ou ndo dos mesmos. Os seres humanos se infectam
com esses organismos e, portanto, o potencial zoonoético dessas infecgoes
deve ser considerado. Os animais, sendo susceptiveis para muitos agentes das
familias Anaplasmataceae e Rickettsiaceae, podem servir como sentinela
destas infec¢des ou, ainda, como reservatorios desses agentes (MACHADO,
2006).



Em funcdo do exposto e sabendo-se que a erliquiose canina é a
patologia mais freqlente no Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia (Hovet-UFU), objetivou-se analisar extensdes de sangue periférico,
sangue venoso e leuconcentracao e “nested-PCR” como métodos diagndsticos
para erliquiose canina. Objetivou-se também estudar as alteracoes
histopatolégicas de érgédos dos animais que viessem a ébito por esta doenca,
as caracteristicas ultraestruturais de Ehrlichia spp. e Anaplasma platys e
confirmar o diagnéstico citolégico de Babesia spp. utilizando-se “seminested-
PCR".

Il. REVISAO DA LITERATURA
I1.1. POSICAO TAXONOMICA

As riquetsioses constituem um grupo de doengas causadas por
bactérias gram-negativas intracelulares obrigatérias dos géneros Rickettsia,
Coxiella, Bartonella e Ehrlichia, familia Rickettsiaceae e ordem Rickettisiales
(CALIC, 2004), entretanto a taxonomia das riquétsias tem sofrido significante
reorganizagao na ultima década (PAROLA et al., 2005).

Morais et al. (2004) citaram que a classificagdo taxonémica inicial estava
baseada no tipo de célula parasitada, na distribuicdo geografica e na gravidade
da doenga e que o recente avango nas tecnologias moleculares aumentou
significantemente as possibilidades de condugdo de analises genéticas. Isso
evidenciou claramente o adequado posicionamento filogenético de muitas
espécies de Dbactérias fastidiosas das familias Rickettsiaceae e
Anaplasmataceae na ordem Rickettsiales.

Inicialmente, para Rikihisa (1991) a tribo Ehrlichieae continha bactérias
intracelulares obrigatérias com tropismo por leucécitos e compreendia trés
géneros; Ehrlichia, Cowdria e Neorickettsia. Posteriormente, trés grupos
diferentes do género Ehrlichia (“genogrupos”) foram identificados com relacao
ao gene 16S rRNA, levando-se em consideracdo as primeiras espécies
identificadas dentro de cada grupo, assim, formaram-se o genogrupo Ehrlichia
canis (incluindo E. canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia muris, Ehrlichia
ewingii e Cowdria ruminantium), genogrupo Ehrlichia phagocytophila (incluindo
Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila, o agente da erliquiose humana



granulocitica (HGE), Ehrlichia platys, Anaplasma marginale e Anaplasma ovis)
e 0 genogrupo Ehrlichia sennetsu (incluindo Ehrlichia sennetsu, Ehrlichia risticii
e Neorickettsia helminthoeca) (DUMLER et al., 1995; POPOV et al., 1998).

Em 2001, Dumler et al. relataram que bactérias dos géneros Anaplasma,
Ehrlichia, Cowdria, Neorickettsia foram previamente classificadas na posi¢ao
taxonbmica baseadas em caracteristicas morfologicas, ecoldgicas,
epidemioldgicas e clinicas, todavia, recentes analises genéticas dos genes 16S
rRNA, genes da proteina de choque térmico groESL e genes de proteinas de
superficie tém indicado que as designagdes taxonOmicas existentes
apresentavam falhas. Todas as seqiiéncias dos genes 16S rRNA e groESL
depositadas no “GenBank”' antes de 2000 e seqiiéncias selecionadas depois
disso foram alinhadas e arvores filogenéticas foram construidas. Os autores
propuseram entdo, que todos os membros da tribo Ehrlichieae e Wolbachieae
fossem transferidos para a familia Anaplasmataceae e que a estrutura da tribo
da familia Rickettsiaceae fosse eliminada. O género Anaplasma deveria
abranger também Anaplasma (Ehrlichia) phagocytophila, Ehrlichia equi e o
agente HGE, Anaplasma (Ehrlichia) bovis e Anaplasma (Ehrlichia) platys; o
género Ehrlichia deveria incluir Ehrlichia (Cowdria) ruminantium e o género
Neorickettsia, incluiria também  Neorickettsia (Ehrlichia) sennetsu e
Neorickettsia (Ehrlichia) risticci.

Estas alteracdes propostas por Dumler et al. (2001) foram homologadas
e corrigidas em 2002°. A espécie Anaplasma phagocytophila teve seu nome
corrigido para Anaplasma phagocytophilum (combinacdo de Ehrlichia
phagocytophyla, Ehrlichia equi e HGE). Na mesma lista de notificagao, o corpo
editorial observou que tanto a espécie Anaplasma bovis, quanto Anaplasma
platys, que foram propostas como novas combinacdes, seriam novas espécies,
pois seus respectivos basdnimos Ehrlichia bovis e Ehrlichia platys nao
possuiam suporte na nomenclatura, sendo acrescentado o complemento sp.
nov. (MACIEIRA, 2003). Dagnone (2006) relatou que em 2004, Uilenberg e
colaboradores descreveram que frequentemente seqliéncias génicas de

pequenas por¢cdes do genoma sao utilizadas para mudangas taxondémicas

! www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide
* LIST EDITOR: Notification list: Notification that new names and new combinations have
appeared in volume 51, part 6, of the IUSEM. IJSEM, v. 52. p. 5-6, 2002



prematuras, negligenciando a taxonomia polifasica, a qual deveria também
analisar caracteristicas fenotipicas. Mencionaram também que deste modo,
recentes modificacdes de membros da familia Anaplasmataceae propostas por
Dumler et al. (2001), deveriam ser analisadas com precaugdo, uma vez que
algumas diversidades em outras sequéncias poderiam né&o justificar tais
reclassificagdes, devendo-se realizar uma abordagem cautelosa e balanceada
para a taxonomia, levando-se em consideracdo informagdes genotipicas
moleculares, a mais extensa possivel, para diferentes genes, como também,

para caracteristicas fenotipicas.

Il.2. ERLIQUIOSE: UMA ZOONOSE

Bactérias da familia Anaplasmataceae foram por muito tempo
consideradas importantes somente em Medicina Veterinaria, entretanto, trés
espécies tém sido implicadas em doencas humanas nos anos recentes. O
primeiro caso de Erliquiose Monocitica Humana (HME) foi descrita em 1987
nos Estados Unidos da América (EUA) e o agente equivocadamente
diagnosticado como E. canis, causador da Erliquiose Monocitica Canina
(EMC), ocorrendo somente mais tarde o isolamento do verdadeiro agente
causador de HME, Ehrlichia chaffeensis (E. chaffeensis) (PAROLA et al.,
2005). Os mesmos autores mencionaram que em 1994, Erliquiose
Granulocitica Humana também foi primeiramente descrita nos Estados Unidos,
e 0 agente inicialmente designado como “agente HGE”. Atualmente a doenca
tém sido renomeada como Anaplasmose Granulocitica Humana (Anaplasma
phagocitophilum) e em 1999, Ehrlichia ewingii, o agente da Erliquiose
granulocitica humana foi identificado.

O potencial zoonoético de E. canis tem sido analisado por varios
pesquisadores (MACHADO, 2004). Perez et al. (1996) relataram o primeiro
isolamento, caracterizagao antigénica e molecular de uma espécie de erliquia
humana na América do Sul; a Erliquia Humana Venezuelana (VHE) isolada de
ser humano neste pais. Esses autores descreveram que com base na
sequéncia do gene 16S rRNA de VHE, este agente era proximamente
relacionado a E. canis Oklahoma. Fundamentados nesta observacao,
sugeriram que VHE fosse uma nova cepa ou subespécie de E. canis, geradora



de infecgdo assintomatica persistente em humanos. Posteriormente, Unver et
al. (2001) comprovaram que E. canis, também isolada de ser humano na
Venezuela eram idénticas as E. canis isoladas de caes e carrapatos da mesma
regido geografica. Embasados no gene 16S rRNA, verificaram que essas
erliquias apresentavam uma similaridade de 99% com E. canis Oklahoma e
apresentaram também perfis antigénicos similares. Esta observacao sugeriu
que o cdo poderia servir como reservatério de E. canis e que R. sanguineus,
que ocasionalmente pica pessoas naquela regido, poderia atuar como vetor
dessas bactérias para seres humanos (KORDICK et al., 1999). E ainda, Aguiar
et al. (2007b) citaram que na Venezuela, hd um relato recente de pelo menos
seis casos clinicos de erliquiose humana causada por E. canis, indicando que
este agente pode causar infecgdes zoonoticas.

Entretanto, Labruna e Pereira (2001) esclareceram que os caes sao os
Unicos hospedeiros de importancia primaria para a manutencao das
populacdes de R. sanguineus no ambiente. Assim, a presenca deste carrapato
em um ambiente deve sempre estar associada a presenca de caes e, embora
alguns poucos trabalhos de outros paises tenham relatado infestagcoes
humanas por este carrapato, tais relatos ndo apresentam importancia
epidemiolégica.

Labruna et al. (2007) realizando uma investigagdo preliminar de
espécies de erliqguias em carrapatos, humanos, caes e capivaras em dois
estados do Brasil (Rondénia e Sao Paulo), utilizando reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (“PCR Real Time”), encontraram DNA
exclusivamente de E. canis em quatro de cinco caes analisados, representando
o primeiro relato dessa espécie de bactéria infectando esses animais na regiao
Amazébnica. Segundo Labruna et al. (2007) e Aguiar et al. (2007b) nenhuma
espécie de Ehrlichia, a ndo ser E. canis, tem sido relatada no Brasil, mostrando
a necessidade de estudos adicionais compreendendo outras areas geograficas
para elucidar melhor a presenca de agentes erliquiais no pais. Entretanto,
Angerami et al. (2006) recentemente confirmaram a ocorréncia dos primeiros
quatro casos de Erliquiose humana (género Ehrlichia) por “nested-PCR”
(nPCR) em Sao Paulo. Além disso, E. chaffeensis foi detectada em amostras

de sangue de cervideos (Blastocerus dichotomus) capturados na regiao



limitrofe dos estados de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul utilizando a PCR e
nPCR (MACHADO et al., 2006).

1I.3. MECANISMOS DE EVASAO IMUNE DAS ERLIQUIAS

De acordo com Rikihisa (2003) tem sido descobertas estratégias unicas
empregadas por membros da familia Anaplasmataceae para parasitar com
sucesso os leucécitos de mamiferos. Eles oferecem um fascinante exemplo de
como patégenos usam mecanismos para usurpar, apoderar, € subverter as
funcdes da célula hospedeira.

Quando bactérias da familia Anaplasmataceae interagem com as células
hospedeiras, sinais sdo ativados, tanto dentro da célula hospedeira, como
dentro delas. Estes sinais desarmam o sistema de alarme, como também os
mecanismos microbicidas dos leucécitos dando condi¢ao da célula hospedeira
aceitar estes “invasores” para compartilhar seu interior e sua fonte de
nutrientes. Sinais ativados intra-bactérias permitem que elas regulem finamente
seu metabolismo e fisiologia no novo ambiente celular. Somente entdo sua
permanéncia temporaria ndo causara transtorno a fisiologia da célula invadida,
até que elas tenham se multiplicado suficientemente (RIKIHISA, 2003).

A entrada de Ehrlichia spp., Anaplasma spp., e Neorickettsia spp. em
fagécitos hospedeiros independe de microfilamentos, mas depende da
atividade de transglutaminase, a qual é requerida pela endocitose mediada por
receptor. O aumento no calcio livre citosdlico da célula hospedeira é essencial
para E. chaffeensis e Neorickettsia risticii introduzirem-se em mondcitos, e a
inibicdo da elevacao deste célcio, previne a entrada das bactérias. Os vacuolos
contendo estas bactérias ndo se fundem com lisossomos, mecanismo que é
inibido pelo tratamento com oxitetraciclina. Quando estes agentes se
estabelecem com sucesso em vacuolos Unicos para sua sobrevivéncia, eles
proliferam dentro deste compartimento em competicdo com a célula
hospedeira, sendo que ferro € um dos nutrientes criticos para estes grupos de
microorganismos. Estes patdgenos nao conseguem estabelecer infeccao
quando mondcitos sao tratados com um quelador de calcio (deferoxamine),
administrado antes de um estagio precoce de infecgdo. Embora muitas
bactérias sobrevivam dentro de macrofagos, a maioria delas é morta por



atividades desses leucécitos e E. chaffeensis também ¢é destruida em
mondcitos humanos pelo tratamento com interferon gama (IFN-y), desde que
ele seja administrado em um estagio precoce da infeccao, uma vez que essa
terapia reduz o ferro intracelular disponivel. E. chaffeensis e Anaplasma
phagocythopilum (A. phagocythopilum) possuem a capacidade génica de
expressao de membranas externas principais diferentes, mecanismo que
permite esses organismos se adaptarem em ambientes distintos, como
carrapatos e mamiferos, o que ainda esté sob investigagdo (RIKIHISA, 2003).

Mavromatis et al. (2006) analisando o0 genoma de E. canis, descreveram
trés glicoproteinas de membrana imunorreativas principais (gp 36, gp 140 e gp
200) que estéo relacionadas com a resposta imune do hospedeiro, adeséo das
erliquias com a célula hospedeira e apresentam importante papel na sua
patogénese. Relataram também a identificagcdo de dois genes presentes em E.
canis (VirB e VirD), onde proteinas Vir desempenham importante fungéo na
interacao parasito-célula hospedeira, e que elas estariam associadas com a
secregdo proteica e inibicdo da incluséo bacteriana em dire¢do aos lisossomas.

Foi demonstrado que in vitro ocorre uma diminuicdo da expressao de
receptores do Complexo Principal de Histocompatibilidade classe Il (MHC
classe Il), o que sugere um mecanismo para sobrevivéncia, persisténcia e
evasao de E. canis do sistema imune. A consequiéncia da diminuicdo dos
receptores MHC classe |l poderia levar a um prejuizo da sinalizagcado
envolvendo a ativagao de proteina cinase tirosina, fosfatidilinositideos, proteina
cinase C, fosfolipase A, e sintese de 6xido nitrico. Estas vias de sinalizagao
afetam a apresentagdo de antigenos, adesao celular, producédo de citocinas,
reacao humoral e atividade anti-riquetsial (HARRUS et al., 2003 apud FENG,
WALKER, 1993; HAUSCHILDT et al., 1993; SHU-YI et al., 2001; LEVEILLE et
al., 2002).

A. phagocythopilum parasita neutrofilos como célula hospedeira, 0 mais
poderoso gerador de anion superéxido (O?). A extraordinaria habilidade de A.
phagocythopilum para prevenir a geracdo de O pelos neutréfilos é a chave
para sua sobrevivéncia (inibicio de NADPH oxidase preexistente).
Interessantemente, E. chaffeensis bloqueia a geracdo de O por mondcitos
humanos, mas néo por neutréfilos. De modo semelhante, sinais s&o induzidos

por A. phagocythopilum que prorrogam o tempo reduzido de vida do neutréfilo



humano por atrasar uns poucos dias a apoptose espontanea. Ainda, o
tratamento com proteinase K abole esse efeito inibidor, indicando que um
componente protéico de A. phagocythopilum é requerido para esta atividade
(RIKIHISA, 2003).

Mondécitos/macréfagos e neutrédfilos expressam receptores padroes,
como receptores Toll-like (TLRs) e dominio de oligomerizacdo ligante de
nucleotideo (NOD) contendo proteinas. Tais receptores podem reconhecer e se
ligar em padrdes moleculares conservados associados a patégenos (PAMPs),
incluindo lipopolissacarideos (LPS) ou peptideoglicanas. Essas ligagdes
evocam profunda resposta imune inata do hospedeiro a partir destas células,
as quais eliminam os microorganismos invasores. Hemdcitos de carrapatos
também tém um poderoso mecanismo de defesa inato responsivo acs PAMPs.
Exclusivamente A. phagocytophilum e E. chaffeensis tem perdido todos os
genes requeridos para a biossintese de LPS, e a maior parte dos genes
requeridos para a biossintese de peptideoglicanas. Esta perda deve ter
facilitado a adaptacao de erliquias em leucécitos e células do carrapato vetor.
A. phagocytophilum e E. chaffeensis tém adquirido outra caracteristica Unica
que é a habilidade para absorver colesterol a partir da célula hospedeira. A
presenca de colesterol na membrana provavelmente compensa a reducao na
estabilidade de membrana causada pela perda de LPS e peptideoglicanas. A
perda de suprimento de peptideoglicanas tem beneficios adicionais, tais como
a flexibilidade para acomodar erliquias em um espaco intravacuolar limitado, o
qual pode promover compatibilidade aumentada entre leucocitos e hospedeiros
invertebrados (RIKIHISA, 2006).



Il.4. ULTRAESTRUTURA DE Ehrlichia spp.

Em microscopia eletrdnica de transmissao (TEM), a mérula de E. canis
aparece limitada por uma membrana vacuolar simples. Ela contém de 2 a 40
corpos elementares redondos ou ovoides (células erliquiais) com uma
membrana dupla. Os corpos em forma de halteres sdo os corpos elementares
em divisdo (DAVOUST, 1993).

Popov et al. (1998) evidenciaram em TEM que o grupo E. canis-E.
chaffeensis formava grandes morulas com muitas erliquias, frequentemente
suspensas na matriz fibrilar. A mitocéndria da célula hospedeira e o reticulo
endoplasmatico usualmente estavam em contato com a membrana da moérula e
agregados proximos a ela. Keysary et al. (1996) e Popov et al. (1998)
descreveram duas formas de morulas de E. canis em cultura de células DH82:
aquelas que continham erliquias reticuladas e aquelas que apresentavam-se
preenchidas pelas erliquias densamente compactadas. Ambas as formas
contituiam-se por dupla membrana, sendo a membrana interna lisa e a externa
ondulada. Células reticuladas foram observadas no processo de divisao
bindria. Tanto erliquias reticuladas como densamente compactadas
apresentavam matriz fibrilar entre as células erliquiais. O protoplasto de células
reticuladas estava preenchido com ribossomas e redes de fibrilas de DNA,
formando um nucledide reticulado.

Uma diferenciacao ultraestrutural dos genogrupos do género Ehrlichia foi
realizada também por Popov et al. (1998) avaliando as linhagens Oklahoma e o
Isolado Venezuelano Humano (VHE) de E. canis, constatando-se que no
genogrupo de E. canis foi observada a ocorréncia de grandes mérulas com
muitas erliquias densamente compactadas. No entanto, na infeccdo natural por
E. muris e E. equi ndo encontraram células densamente compactadas e
sugeriram quatro possiveis explicacbes para este achado: (A) erliquias
densamente compactadas nao existiiam em infeccdo aguda animal ou
humana; (B) elas seriam formadas raramente e a pequena quantidade de
mérulas examinadas, comparada ao modelo em cultura de células, nao
permitiu sua detecgdo; (C) elas se formariam quando a carga parasitaria de
erliquia fosse alta, como por exemplo, em infecgcdo experimental em cultura

celular e esta situagao ocorreria somente tardiamente em infec¢des naturais;
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(D) alguns fatores especificos ou sinais da célula hospedeira causariam sua
formacao.

Para Walker (2006a) erliquias sao pequenas bactérias gram negativas
obrigatoriamente intracelulares, com estrutura de parede celular unica
desprovida de lipopolisssacarideos e peptideoglicanas e aparéncia dimoérfica
refletindo o ciclo de desenvolvimento. Desse modo, erliquias densamente
compactadas sdo formas infecciosas, mas nao se replicam ja as formas
reticuladas se replicam, mas n&o sao infecciosas.

Harvey et al. (1978) utilizando TEM confirmaram que inclusbes
plaquetarias visualizadas dentro de vacuolos revestidos por membranas
(moérulas) eram riquétsias e o nome Ehrlichia platys (E. platys) foi sugerido.
TEM pode ser usada para o estudo das caracteristicas dessas bactérias e para
determinar se 0s microorganismos observados no esfregaco de sangue
periférico sdo verdadeiramente E. platys (MATHEW et al., 1997). Arraga-
Alvarado et al. (2003) desenvolveram uma analise ultraestrutural de infecgao
experimental e natural de E. platys em cées de Maracaibo, Venezuela,
enfatizando o processo de divisdo binaria e as diferencas morfolégicas entre
organismos erliquiais em diferentes fases de desenvolvimento, identificadas
dentro da mesma plaqueta.

Rikihisa (1991) estudando a cultura da cepa Oklahoma de E. canis em
células DH82 observou que algumas moérulas continham mais de 100
organismos por vacuolo. Keysary et al. (1996) afirmaram que seus achados em
TEM de células DH82 infectadas com a cepa Israeli de E. canis foram similares
aos descritos por Rikihisa (1991), entretanto na ultraestrutura do isolado Israeli,
ambas as formas de morulas também foram encontradas (densamente e
levemente compactadas), mas a sua mérula era ainda mais compactada que a
cepa Oklahoma. No trabalho de Arraga-Alvarado et al. (2003) que estudaram
animais imunossuprimidos inoculados com A. platys, o nimero de organismos
variou de um a quinze por vacuolo da célula hospedeira, e eles nao se
apresentavam compactados como em cultura.

Analisando-se a variacdo de E. chaffeensis em cultura, Popov et al.
(1995) relataram que, além da observacao de morulas com corpos elementares
normais, foi identificada uma maorula que continha erliquias em degeneracéo,

indicando que além de crescimento e reprodugdo normais, esses organismos



11

também exibem eventos patolégicos. Para esses autores, as erliquias podem
notavelmente sofrer danos dentro do vacuolo parasitoforo, presumidamente
fagolisossomos.

Perez et al. (1996) relataram que a Erliquia Humana Venezuelana (VHE)
isolada de um homem na Venezuela, apresentava ultraestrutura
morfologicamente compativel com o genogrupo E. canis, com multiplos
organismos arredondados, em inclusdes citoplasmaticas limitadas por

membrana. A matriz da inclusdo era preenchida com substancia filamentosa.

I1.5. ERLIQUIOSE CANINA
I1.5.1. HISTORICO

A erliquiose canina é também denominada Pancitopenia Tropical
Canina, Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina, Doenca do Cao
Rastreador, Febre Hemorragica Canina e Tifo Canino (COUTO, 1998). A
primeira espécie, Rickettsia canis (R. canis) foi descrita na Argélia, em
mondcitos de céaes infestados pelo carrapato R. sanguineus. Os animais
apresentavam febre, anemia e vinham rapidamente a Obito (DONATIEN,
LESTOQUARD, 1935). Todavia, foi reclassificada como E. canis, em 1945, por
Mashkovsky (MACHADO, 2004).

Neitz e Thomas (1938) descreveram uma epidemia de R. canis no
Parque Nacional Kruger, Africa, onde os esfregacos dos 6rgdos dos caes
selvagens (Lycaon pictus) acometidos mostraram a presenca de uma riquétsia
correspondendo a descricdo de R. canis, feita por Donatien e Lestoquard em
1935. Posteriormente, erliquiose foi reconhecida como responsavel pela
mortalidade da severa epizootia ocorrida em caes das Forcas Armadas Norte
Americana participantes da guerra do Vietna. Na ocasido, aproximadamente
300 caes desenvolveram uma enfermidade hemorragica fatal, chamada
Pancitopenia Tropical Canina, caracterizada por debilidade, epistaxes, anemia
e leucopenia (COUTO, 1998; MACHADO, 2004).

Examinando-se esfregacos sanguineos de caes com sinais clinicos de
erliquiose em Belo Horizonte, Minas Gerais, corados com May-Grinwald-
Giemsa, Costa et al. (1973) encontraram inclusées citoplasmaticas em
linfocitos, indistinguiveis de E. canis. Segundo esses autores, este foi o
primeiro achado de Rickettisiales na América Latina, embora a ocorréncia de E.
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canis tinha sido descrita nas Antilhas Holandesas em 1957 e nos Estados
Unidos em varias ocasides depois de 1963. Atualmente, a infecgéo por E. canis
apresenta distribuicdo mundial, particularmente em regides tropicais e
subtropicais (IQBAL, RIKIHISA, 1994b).

11.5.2. ERLIQUIOSE CANINA EM UBERLANDIA

A erliquiose € uma doenca relativamente comum nos caes do municipio
de Uberlandia, Minas Gerais (WALDEMARIN et al., 2003). Avaliando-se
esfregacos sanguineos, Santos et al. (2004a) verificaram a frequiéncia de
hemoparasitoses em cées desta cidade. Dentre as amostras positivas (372 de
2.373 hemogramas), Ehrlichia spp. foi observada em 336 esfregacos (90,
32%), Babesia spp. em 8 animais (2,15%) e Hepatozoon spp. em 3 (0,8%) e a
associacdo entre Ehrlichia spp., Babesia spp. em 24 animais (6,45%) e
Ehrlichia spp. e Hepatozoon spp. em 1 animal (0,28%).

Em uma outra investigacdo sobre a prevaléncia da erliquiose canina
nessa mesma cidade, realizada em 60 caes capturados foi pesquisada moérulas
ou inclusdes intracitoplasmaticas em esfregacos de sangue periférico, corados
por Giemsa. Os resultados demonstraram positividade de 50% (Ehrlichia spp.
isoladamente ou associada a outros hemoparasitas, como Hepatozoon spp. e
Babesia spp.), constatando que 100% dos animais possuiam ectoparasitas; 45
(75%) possuiam R. sanguineus e 15 (25%) Amblyomma cajennense. A
prevaléncia da doenga quanto ao sexo e a raga nao foi significativa, mas com
relagéo a idade, a positividade dependeu significativamente da faixa etéria, e
predominou nos animais acima de cinco anos (RIBEIRO et al., 2003).

Casos de erliquiose canina vém aumentando nos ultimos anos como foi
relatado por Legatzki e Jorge (2002) e Moreira et al. (2003). Morais et al. (2004)
citaram que aproximadamente 20% dos cdes atendidos em hospitais e clinicas
veterindrias dos estados do Parand, Bahia, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Sao
Paulo, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Ceara, Alagoas, Pernambuco, Mato
Grosso do sul e Distrito Federal apresentaram anticorpos anti-E. canis.

Devido a escassez de dados especificos na literatura brasileira sobre
variagbes hematolégicas na erliquiose canina, Waldemarin et al. (2003)
analisaram o hemograma de 281 c&es naturalmente infectados por Ehrlichia
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spp. atendidos Hovet-UFU com diagnéstico confirmado pela identificagcdo de
inclusdes citoplasmaticas (moérulas em leucdcitos). As alteracdes observadas
com maior freqiéncia foram anemia em 70,46% dos caes, sendo
predominantemente do tipo normocitica normocrémica; leucopenia em 32,74%;
desvio nuclear de neutréfilos para a esquerda em 75,44%; eosinopenia em
59,44%; monocitopenia em 47,69%; linfopenia em 32,03% e panleucopenia em
17,44% dos animais. Os autores concluiram que anemia, desvio nuclear de
neutrofilos para a esquerda, eosinopenia, monocitopenia e linfopenia, foram os
achados hematolégicos mais frequientes.

Igualmente Mendonca et al. (2005) realizaram uma avaliacdo em 109
hemogramas de cées portadores de moérulas em leucdocitos em extensdes de
sangue coletados de capilares marginais de pavilhdo auricular, verificando
anemia (77,98%), leucopenia (24,77%) e linfopenia (22,02%). Esses autores
relataram que anemia normocitica normocrOmica e arregenerativa foi a de
maior freqléncia. Ressaltaram ainda que 3,67% dos animais apresentaram
infecgcdo concomitante com Babesia spp.

Em um estudo retrospectivo de caes com erliquiose/babesiose e
babesiose isoladamente, atendidos no Hovet-UFU no periodo de 2001 a 2003,
Barbosa et al. (2006) concluiram que a maioria dos caes tinha idade inferior a
ano, viviam em residéncias, seguidos daqueles que viviam em ruas e fazendas.
Concluiram nao haver diferengas de incidéncia com relagdo a sexo e nem ao
periodo do ano. A presenca e/ou histérico de R. sanguineus correspondeu a
60% dos animais analisados e os principais sinais clinicos da associa¢cao das
doencas foram hipertermia, apatia, desidratacao, palidez de mucosas, vomitos,

anorexia, diarréia e aumento de sensibilidade renal a palpacao.

11.5. 3. ERLIQUIOSE CANINA: AGENTES ETIOLOGICOS

Durante muito tempo Ehrlichia spp. foi considerada espécie especifica,
entretanto recentemente esse conceito foi mudado, uma vez que o agente tém
sido identificado em hospedeiros ndo especificos (ANDEREG, PASSOS, 1999).

Para Macieira (2003) as seguintes espécies do género Ehrlichia ja foram
descritas causando infec¢cdes naturais em cées: E. canis (DONATIEN e
LESTOSQUARD, 1935); E. platys (HARVEY et al., 1978); E. risticii (KAOMA et
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al., 1994); E. ewingii (ANDERSON et al., 1992 a., STOCKHAM et al., 1992); E.
chaffeensis (DAWSON et al.,, 1992; BREITSCHWERDT et al., 1998); E.
phagocytophila (JOHANSSON et al., 1995; PUSTERLA et al., 1997); E. equi
(LEWIS et al., 1975; MADEWELL et al., 1982) e HGE (GREIG et al., 1996),
porém E. canis é 0 agente que normalmente afeta caes e o que causa o quadro
clinico mais severo (ANDEREG, PASSOS, 1999; BEECHING et al., 2000).

I.6. Ehrlichia canis: CICLO BIOLOGICO
1.6.1. EM CAES

O ciclo de desenvolvimento de E. canis em monécitos caninos tem trés
estagios que podem ser observados microscopicamente. No primeiro 0s corpos
elementares adentram nos mondcitos por fagocitose (NYNDO et al.,, 1971;
DAVOUST, 1993; RISTIC, HOLAND, 1993). Segundo Nyndo et al. (1971) a
fusado fagolisossomal nao ocorre em células infectadas, permitindo aos corpos
elementares crescerem e se dividirem dentro dos limites do fagossomo, onde a
multiplicagéo ocorre por divisao binaria. Conforme Davoust (1993) a primeira
fase do ciclo é caracterizada pela penetracdo no mondcito do corpo elementar,
que se multiplica até atingir um tamanho de 0,2 a 0,6 ym, fase que dura dois
dias, ja para Ristic e Holand (1993) o primeiro estagio é representado por
corpos elementares um pouco menores, com 0,2 a 0,4 um de diametro.

Em um segundo estagio, do terceiro ao quinto dia pds infeccdo um
pequeno numero de corpos elementares em agrupamentos de 1 a 2 um de
didmetro, denominados corpusculos iniciais sdo observados como inclusdes
pleomérficas (RISTIC, HOLAND, 1993). Para Davoust (1993) o corpo inicial &
um amontoado de corpos elementares acoplados com tamanho que varia de
0,4 a 2 ym, todavia Ristic e Holand (1993) descreveram que 0s corpos iniciais
sao pouco maiores (0,5 a 4 um de diametro).

E finalmente, no terceiro estagio, entre o sétimo e o décimo segundo dia
subseqglente, ocorrem crescimento adicional e multiplicacbes e o0s corpos
iniciais dao vida a mérula; uma aglomeragdo de corpos elementares, que na
microscopia éptica tém aspecto de “amora” que tipifica o género (NYNDO et al.,

1971). Segundo Ristic e Holand (1993) as moérulas sdo corpos de inclusao
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maiores inalteraveis (4 a 6 um de didmetro). Muitas mérulas podem coexistir
em um monocito e cada mérula contém varios corpos elementares. Depois de
3 ou 4 dias, as moérulas sdo separadas do citoplasma pelos vacuolos e os
corpos elementares sdo liberados pela ruptura do mondcito (Figura 1), ou
entdo sdo liberadas por exocitose e o ciclo infeccioso é repetido (NYNDO et al.,
1971; DAVOUST, 1993).

Corpo elementar

Figura 1: Ciclo de desenvolvimento de Ehrlichia canis dentro de mondcito.
Compilado de Davoust (1993).

11.6.2. EM CARRAPATOS

Os carrapatos se contaminam ao ingerir leucocitos infectados. Isto
geralmente ocorre na segunda ou terceira semana de infeccdo do céo, pois
nesta fase existe maior porcentagem de leucécitos infectados. No R.
sanguineos a E. canis multiplica-se nos hemdécitos e na glandula salivar,
ocorrendo transmissao transestadial no carrapato trioxeno. Quando o carrapato
pica outro cdo, um fluxo de células mononucleares na diregcdo da zona
inflamatéria favorece a disseminacdo da bactéria. Ao longo das mudas de
carapaga sucessivas, E. canis subsiste uma vez que o intestino médio é
conservado, por outro lado, a transmissdo transovariana nao existe e
passagem da infecgdo de um céo para outro é diretamente atribuida ao vetor
(DAVOUST, 1993; ANDEREG, PASSOS, 1999; LEGATZKI, JORGE, 2002;
DAVOUST et al., 2003). Segundo Swango et al. (1992), os microorganismos

podem persistir nos carrapatos por mais de cinco meses. Semelhantemente,
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Rikihisa (1991) relatou que o carrapato adulto pode transmitir E. canis no

maximo por 155 dias ap0os ter sido infectado.

11.6.3. TRANSMISSAO DE Ehrlichia canis

O R. sanguineus ¢é o vetor da erliquiose canina (NEITZ, THOMAS,
1938; DAVOUST, 1993; LABRUNA, PEREIRA, 2001). E um carrapato que tem
habitos nidiculas; termo de origem latina que significa: nidi (nidus = ninho); cola
(cola = que habita), portanto, vive no ninho, toca ou abrigo de seu hospedeiro e
quando ndo estao em parasitismo, encontram-se sob as formas de vida livre,
neste caso, no ambiente onde vive o cdao (LABRUNA, PEREIRA, 2001;
LABRUNA, 2004a). Nenhuma outra espécie de erliquia € conhecida como
infectante do cosmopolita carrapato R. sanguineus (AGUIAR et al., 2007a),
entretanto Machado (2006) relata que uma Unica espécie de carrapato pode
servir como transmissor de mais de um tipo de agente infeccioso, por exemplo,
R. sanguineus é capaz de transmitir ndo somente E. canis e E. ewingii, mas
também Babesia canis ssp. e Babesia gibsoni (B. gibsoni), e talvez A. platys
no Brasil. No entanto, embora assumido que o vetor de A. platys seja R.
sanguineus, o seu modo de transmissao natural é incerto (SHAW et al., 2001).
No entanto, as seqléncias quase inteiras do gene 16S rRNA (1.364 pb) e do
operon groESL (1.646 pb) de E. platys isolado de um céo foram determinadas,
revelando que ambas as sequéncias estdo estreitamente relacionadas as
seqliéncias de A. platys detectadas em carrapatos R. sanguineus na Republica
Democratica do Congo (HUANG et al., 2005).

Szab6 et al. (2005) compararam a biologia, a morfologia € o DNA
mitocondrial de duas populacdes distintas de R. sanguineus, originarias da
América do Sul (Brasil e Argentina) e foram encontradas diferencas biolégicas,
morfolégicas e genéticas acentuadas entra elas. No entanto, quando
correlacionou-se o R. sanguineus Brasileiro, com o R. turanicus Africano
(Zimbabue), a proximidade genética e morfolégica foi extremamente
relacionada. Sugeriram entdo, que o status biosistematico de R. sanguineus da
América do Sul deveria ser reavaliado, pois isto levanta a hip6tese de existir
mais de uma espécie com o nome de R. sanguineos nas Américas, 0 que de
acordo com Labruna (2004a) explicaria em parte, diferentes graus de
antropofilia deste carrapato nestes continentes.
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Aguiar et al. (2007a) estudando a prevaléncia de carrapatos infectados
em quatro populagdes distintas concluiram pela baixa taxa de infec¢do minima
(MIR) (<7%) que nédo é em todo repasto sanguineo que R. sanguineus se
infecta em cées contaminados com E. canis. Foi também demonstrado que
quando caes foram infectados experimentalmente com E. canis e depois
infectados com R. sanguineus durante a fase aguda da doencga a propor¢ao de
caes que adquiriram com éxito a infec¢ao variou de 50 até 70% (BREMER et
al., 2005). Aguiar et al. (2007a) consideraram que esse inesperado valor de
prevaléncia de infeccdo de Ehrlichia spp. na populacdo de vetores esta
possivelmente ligada ao fato dos hospedeiros vertebrados poderem ser uma
fonte conveniente de infeccdo para os carrapatos principalmente durante a fase
aguda da infeccdo ou durante um recrudescimento de uma fase crdnica,
quando a carga erliquial tende a ser maior, evento ja demonstrado em
infecgbes experimentais.

Em qualquer estagio de vida, o carrapato pode contaminar-se e também
transmitir o agente, entretanto Aguiar et al. (2007a) citaram que tentativas de
transmitir E. canis com carrapatos adultos que se alimentaram quando ninfas
em caes nas fases subclinica e crénica da erliquiose foram fracassadas.

Johnson et al. (1998) descreveram transmissao experimental de E. canis
por Dermacentor variabilis, relatando que esta foi a primeira demonstracao
onde outra espécie de carrapato foi apta na transmisséo transestadial deste
importante patdégeno. Foi também demonstrado que Amblyomma americanum
e Otobius megnini sdo vetores em potencial (ANDEREG, PASSOS, 1999).

Um estudo realizado por Costa Jr. et al. (2007) de soroprevaléncia de
erliquiose canina em trés areas rurais distintas onde carrapatos Amblyomma
sdo encontrados mais frequentemente que R. sanguineus. Os animais
apresentaram 65,6%, 37,8% e 24,7% de positividade para anticorpos anti- E.
canis pela IFl. Caes machos, com mais de cinco anos de idade, infestados com
carrapatos e SRD (Sem Raca Definida) apresentaram taxas altas de
positividade. Esses resultados apontam a importancia da erliquiose canina em
areas rurais brasileiras e indicam a necessidade de estudos futuros na
transmissao natural e manutengao da doenca.

Um modelo hipotético de imunopatogénese de doencgas transmitidas por

carrapatos em caes ndo imunes, por uma suposta coinfecgcéao entre erliquiose e
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babesiose foi proposto por Shaw et al. (2001). Proteinas salivares dos
carrapatos sao capazes de destruir, desorganizar o sistema imune associado
com a pele do céo, de uma imunidade protetora normal T helper 1 (Th1) para
uma resposta T helper (Th2), a qual permite o estabelecimento de infeccéo
sistémica. Esta resposta imunoprotetora néo efetiva € dominada pela producéo
de anticorpos que podem ser significantes mediadores dos sintomas da doenga
cronica, via efeitos vasculares de hipergamaglobulinemia, formagdo de auto-
anticorpos ou anticorpos que reagem cruzadamente com os préprios tecidos, e
ainda pela formacdo de imunocomplexos que se depositam em delgados
capilares e iniciam uma destruigéo tecidual.

Estes efeitos supressores diretos da saliva de Ixodes ricinus e
Dermancentor andersoni do sistema imune do hospedeiro tem sido relatados,
incluindo a inibicao da resposta de células T para concanavalina A. Proteinas
ligantes de imunoglobulinas e com alta afinidade pela histamina tém sido
isoladas da saliva de varias espécies de carrapatos; ambas reduzem a rejeicao
aos carrapatos e facilitam a transmisséo de doenca (SHAW et al., 2001). Existe
forte evidéncia de que haja um desvio pela infestacdo por R. sanguineus para
um perfil de citocinas protetoras normais Th1 associada com resisténcia a
doencas causadas por carrapatos para um aberrante perfil de citocinas Th2
(SHAW et al., 2001 apud FERREIRA, SILVA, 1999).

Outra forma de transmissédo da doenca € a transfusdo sanguinea de um
animal infectado para um susceptivel, podendo ocorrer a partir de caes
cronicamente infectados ha mais de cinco anos (SWANGO et al., 1992).
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11.6. 4. INFECCOES DE Ehrlichia canis COM OUTROS HEMOPARASITOS

Diversos hemoparasitos podem ser encontrados simultaneamente no
mesmo hospedeiro. Um fator determinante para tal é que muitos desses
parasitos compartilham o mesmo carrapato vetor, no caso da E. canis, o R.
sanguineus, também transmite Babesia spp., Hepatozoon canis (H. canis) e
outras espécies do género Ehrlichia (SHAW et al., 2001).

Anaplasma platys foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos, em
1978, por Harvey e colaboradores. Essa espécie causa uma doenca de baixa
patogenia multiplicando-se em plaquetas e causando uma trombocitopenia
ciclica infecciosa (MACHADO, 2006). A infeccdo aguda por A. platys
caracteriza-se pela parasitemia ciclica das plaquetas seguida de
trombocitopenia e linfoadenopatia generalizada. Ap6s esse periodo as
plaquetas tendem a retornar a valores normais em trés a quatro dias. Estas
fases acontecem em intervalos de uma a duas semanas (ALMOSNY, 2002).

A prevaléncia de anticorpos IgG para Hepatozoon canis (H. canis) e a
presenca de gamontes no sangue e tecidos hemolinfaticos foram estudados
pela primeira vez por Mylonakis et al. (2005), na Grécia, em caes com EMC.
Ambos os patégenos sado transmitidos pelo carrapato R. sanguineus. Este
estudo indicou que a prevaléncia de anticorpos para H. canis era alta entre
caes com EMC na area onde ambas as infec¢des eram endémicas. Entretanto,
exposicoes anteriores a H. canis ndo foram encontradas como um importante
contribuidor para as anormalidades clinicas ou clinico patolégicas encontradas
em cées com EMC (MYLONAKIS et al., 2005).

Em cées, coinfeccdo com combinacbes de espécies de Ehrlichia spp.,
Bartonella spp., Babesia spp., Hepatozoon spp., Leihsmania spp. e riquétsias
ocorrem em areas endémicas. O papel de tais coinfeccées esta sendo
esclarecido pela PCR. Coinfeccdo poderia parcialmente explicar variagdes na
apresentagao clinica, patogenicidade e resposta a terapia (SHAW et al., 2001).
Geralmente, parasitismos por Babesia canis, Hepatozoon spp. e Bartonella
vinsonii, podem ocorrer concomitantemente com a erliquiose canina. Infec¢oes
mistas determinardo sintomas mais severos nos animais acometidos
(ANDEREG, PASSOS, 1999). Em uma pesquisa desenvolvida por Moreira et
al. (2003), verificou-se que 10% dos animais estudados e positivos para E.
canis apresentavam concomitantemente infeccao por outros hemoparasitas,
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como Haemobartonella canis e B. canis. Santos et al. (2004b) divulgaram o
parasitismo simultdneo por Ehrlichia spp., Hepatozoon spp. € Haemabartonella
canis, no mesmo cao em Uberlandia, Minas Gerais.

A literatura brasileira descreve que foram encontrados exemplares das
espécies Amblyomma cajennense, Amblyomma aureolatum e Amblyomma
brasiliensis, naturalmente infectados pela R. rickettsii, retirados de cées do
meio rural. Embora estudos futuros devam esclarecer tais fatos, deve-se
considerar a possibilidade de que os cédes do meio rural, constantemente
expostos aos carrapatos do género Amblyomma, e muitas vezes atendidos em
clinicas veterinarias com um provavel quadro de erliquiose, possam estar
apresentando na verdade, o quadro clinico de febre maculosa (PEREIRA,
LABRUNA, 1998). Existe apenas um registro de R. rickettsii, geneticamente
identificada, no sangue de um cao da localidade de Valéncia/Rio de Janeiro,
regidao com ocorréncia de 6bito por febre maculosa brasileira (SOUZA et al.,
2005).

1.6.5. PATOGENIA E SINAIS CLINICOS DE ERLIQUIOSE MONOCITICA
CANINA

A patogenia da erliquiose monocitica canina ainda permanece
desconhecida, mas disfungdes imunolégicas tém sido sugeridas como o
mecanismo para as alteragdes patoldgicas e sinais clinicos. O envolvimento de
células do sistema imune na erliquiose canina esta presente especialmente em
linfonodos e bago e, uma vasculite imunomediada pode desempenhar um
papel central na patogénese da EMC, podendo explicar a maioria das
importantes lesbes observadas nos érgaos e tecidos de céaes infectados. A
severidade das lesdes em animais infectados com uma intensa atividade imune
sugere mecanismos imunomediados na génese das lesdes (CASTRO et al.,
2004).

A erliquiose é caracterizada por trés fases, que sdao a aguda, a
subaguda e a cronica (ANDEREG, PASSOS, 1999). A fase aguda é variavel
quanto a duragao (2 a 4 semanas) e a severidade (suave a severa) (SWANGO
et al., 1992). CASTRO et al. (2004) estudando as alteracdes imunopatologicas
e clinicopatologicas em infecgdo experimental aguda descreveram que o0s

sinais clinicos iniciaram-se entre 10 e 14 dias apds a inoculagdo experimental.
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O microorganismo multiplica-se nas células mononucleares, principalmente do
sistema fagocitico mononuclear nos linfonodos, ba¢co e medula éssea. Isto
resulta em hiperplasia dessa linhagem celular e organomegalia (linfadenopatia,
esplenomegalia e hepatomegalia). A trombocitopenia decorrente da destruicao
periférica de plaguetas, acompanhada ou ndo por anemia e leucopenia (ou
leucocitose) € comum durante esta fase (SWANGO et al., 1992; CASTRO et
al., 2004). Para Breitschwerdt (1998a) as contagens leucocitarias séo variaveis,
ocorrendo leucocitose e anemia, possivelmente relacionada a supressao da
producéo de eritrécitos e a destruicdo acelerada destas células, que ocorre
progressivamente durante esta fase. As células infectadas sao transportadas
via corrente sanguinea para outros tecidos do organismo, especialmente
pulmbes, rins e meninges. Essas células infectadas aderem ao endotélio
vascular, induzindo vasculite e infeccdo de tecido sub-endotelial (MACIEIRA,
2003 apud BREITSCHERDT, 1998; BREITSCHERDT, 2000).

Andereg e Passos (1999) relataram que os sinais clinicos mais
freqientes na fase aguda sédo apatia, anorexia, depressao, febre, perda de
peso, cianose, estertores pulmonares, equimoses e vémitos. Para esses
autores, todas essas alteragbes levam a um aumento dos niveis plasmaticos
de alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, proteina c-reativa (CRP) e de
alfa-1-&cido glicoproteinas (AAG). Febre e alguns sinais e sintomas clinicos
observados em EMC experimental podem ser causados por aumento na
producdo de interleucina 1 (IL-1) por células apresentadoras de antigenos e
linfécitos B, ou produtos pirdgenos exdgenos do parasita (CASTRO et al.,
2004). CRP e AAG sao proteinas sintetizadas pelo figado devido a danos
teciduais causados por infeccao, inflamacao ou trauma. Medidas quantitativas
dessas duas proteinas tém sido usadas para detectar condi¢des inflamatérias
nesta fase e para monitorar o progresso da resposta a um tratamento
antibacteriano (RIKIHISA et al., 1994).

Segundo Castro et al. (2004) a necropsia de animais experimentalmente
infectados, na fase aguda revelou membranas mucosas palidas,
linfoadenopatia  generalizada,  esplenomegalia, edema e  ascite.
Microscopicamente, as principais lesées foram: hiperplasia linforeticular nas
areas corticais de linfonodos, e polpa branca esplénica, acumulo periportal de
células mononucleares e degeneracao gordurosa centro lobular do figado. Os



22

rins apresentaram-se com glomerulonefrite caracterizada por infiltracdo de
mononucleares intersticiais. Titulos de anticorpos para antigenos de E. canis
foram demonstrados em todos os cées inoculados aos 30 dias de pés infecgao.
Imunofenotipagem de linfécitos de linfonodos e secbes esplénicas
apresentaram alteragcées em populacoes celulares de 1gG, IgM, CD3+ e CD8+
dos cées infectados.

A fase subclinica instala-se quando o cao sobrevive a fase aguda. Esta
fase estd associada com a persisténcia da E. canis no hospedeiro e alto nivel
de anticorpos no soro, sugerindo uma constante estimulagcédo do sistema imune
por antigenos. Esta fase dura aproximadamente seis a nove semanas,
progredindo para a fase cronica (ANDEREG, PASSOS, 1999). Couto (1998)
relatou que na fase subclinica os pacientes ficam assintomaticos. Observam-se
em alguns casos complicacbes como depressao, agravamento da perda de
peso, mucosas palidas, hemorragias, infeccoes secundarias e edema nos
membros. Alteracdes neuroldgicas como ataxia, disfuncdo motora, hiperestesia
localizada e tremores s&o provavelmente causados por infiltragdo celular ou
devido a hemorragias nas meninges ou no parénquima cerebral e na medula
espinhal. Waner et al. (1997) citaram como alteragdes hematoldgicas na fase
subclinica de cées experimentalmente infectados, trombocitopenia, leucopenia
e neutropenia.

Os sinais da fase cronica podem ser perda de peso, pirexia,
sangramento espontaneo, palidez de mucosas, linfoadenopatia generalizada,
hepatomegalia e esplenomegalia, edema intermitente dos membros e sinais
neurolégicos causados por meningoencefalomielite (COUTO, 1998). A
erliquiose cronica ocorre em caes que nao conseguem construir uma efetiva
resposta imune ao microorganismo. Os sintomas clinicos nesta fase sao
reflexos das alteracOes fisiopatolégicas resultantes da grave anemia, e da
infiltracdo perivascular de muitos sistemas organicos com células
linforreticulares e plasmécitos (SWANGO, 1992). Para Waner et al. (1997) a
principal caracteristica da fase crénica é a hipoplasia de medula 6ssea
resultando em anemia aplasica, e também em monocitose, linfocitose e
leucopenia.

Harrus et al. (1998b) sugeriram que o bago desempenha um importante
papel na patogénese da EMC e propuseram entdo, que a esplenite
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linfoplasmocitica induzida por E. canis poderia levar a uma producado e/ou
elaboragdo de um fator esplénico, que suprimiria a hematopoiese. A auséncia
deste fator em cées esplenectomizados talvez explicasse a redugao nos
parametros eritrocitarios vistos em caes intactos, postulando os autores que tal
fator poderia desempenhar um importante papel na supressdo da medula
0ssea que ocorre durante a fase cronica da infecgéo por EMC.

A hiperglobulinemia em cades naturalmente infectados com E. canis,
deve-se principalmente ao aumento dos niveis de gamaglobulinas, porém nos
quadros de pancitopenia a concentragdo de gamaglobulinas é menor,
provavelmente em conseqiéncia da leucopenia pronunciada. A
hipoalbuminemia pode ser resultante da anorexia, que leva a diminuicdo da
ingestao de proteinas, e também pode ser um mecanismo compensatorio
devido ao aumento das globulinas, prevenindo assim o aumento da
viscosidade do sangue (HARRUS et al., 1996).

Varias alteragdes oculares sdo descritas como consequiéncia de EMC,
podendo-se citar: uveite, glaucoma secundario, descarga ocular, congestao
episcleral, injecao ciliar, edema corneano, precipitados ceraticos, flare, hifema,
edema de iris, Rubeosis iridis, pigmentacao de iris, destacamento de retina,
vasos retinais tortuosos, hemorragia, heperrreflexia retinal (ORIA et al., 2004;
LEIVA et al., 2005). Harrus et al. (1998a) documentaram um caso clinico de
cegueira aguda bilateral associada com gamopatia monoclonal em um céo
acometido com EMC.

Panciera et al. (2001) realizaram exames histologicos dos globos
oculares e cérebros de 27 caes experimentalmente infectados tanto com E.
canis, E. ewingii, E. chaffeensis ou HGE. O infiltrado inflamatoério foi
predominantemente linfocitico, monocitico e plasmocitico; granulécitos foram
notavelmente poucos. Inflamagédo ocular foi mais comum e mais intensa no
corpo ciliar, tornando-se menos intensa na cordide, iris, e retina
respectivamente. A meningite incluiu um infiltrado predominantemente
monocitico. Lesdes oculares e das meninges estavam presentes em todos 0s
cées infectados com E. canis, entretanto nenhuma lesdo ocular ou cerebral foi
observada associada a qualquer outra infecgao erliquial.

Harrus et al. (2001a) pesquisaram a presenca de imunocomplexos e

anticorpo antinuclear (ANA) no soro de cdes natural e experimentalmente
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infectados por E. canis. Concluiram que, em contraste a outros anticorpos
(antiplaguetarios e antieritrocitarios) induzidos durante a infec¢ao por E. canis e
relacionados com a patogénese da EMC, o aparecimento de ANA é mais
indicativo de autoimunidade idiopatica primaria e menos associado com
autoimunidade secundaria a doengas infecciosas como EMC.

Mcbride et al. (2003) estudando a cinética de resposta de anticorpos a
proteinas imunoreativas de E. canis (p28, gp140 e gp200), verificaram uma
resposta tipo Th1 nas fases aguda e convalescente da doenca, resultando
anticorpos 1gG2, semelhante a Harrus et al. (2001b) que evidenciaram resposta
superior da subclasse IgG2 em infecgdes naturais e experimentais com E.
canis. Mencionaram ainda a hipétese de que as subclasses IgG
representassem marcadores para a dicotomia Th1/Th2 da resposta imune em
caes, como mostrado em humanos e camundongos, a presenca de maiores
niveis de 1gG2-E. canis pudesse ser uma indicacao de niveis significantes de
citocinas derivadas de Th1. No entanto, a associacao entre as subclasses de
lgG e respostas Th1/Th2 em cées néo tem sido relatada, e tem ainda que ser
completamente determinada.

Hess et al. (2006) descreveram que E. canis ndo causa
imunossupressao em caes experimentalmente infectados. Eles relataram que o
estado de portador em alguns caes com estas bactérias é devido as defesas
nao efetivas do hospedeiro. O subseqliente desenvolvimento de doengas
imunomediadas ou infecgdes oportunistas em erliquiose crénica sugere
desregulacdo da imunidade, entretanto, a imunobiologia desta infeccdo néo
tem sido bem caracterizada. Baseados em seus dados experimentais, esses
autores sugerem que a resposta imune nao é inteiramente enfraquecida em
caes jovens durante os primeiros meses subsequentes a infeccao experimental
por E. canis.

Com excecao de poucos trabalhos, relataram Hess et al. (2006), nao
tem sido possivel confiantemente induzir severa EMC com isolados clinicos ou
isolados cultivados por desafio intravenoso. Por isso eles questionaram se a
transmissdo por carrapatos constituiu uma parte necessaria da
susceptibilidade, por exemplo, fatores imunossupressores locais, derivados dos
carrapatos, dose do indculo, penetracdo epidermal, ou inoculagdes repetidas
(devido aos multiplos carrapatos), sdo capazes de afetar criticamente a
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resposta do hospedeiro. Contudo, Hess et al. (2006) apud Lewiss et al. (1977);
Mathew et al. (1996); Kordick et al. (1999) em estudos experimentais com E.
canis, usando carrapatos como vetores tém revelado sinais clinicos e curso da
doenca similar aqueles produzidos por inoculagdo intravenosa. Hess et al.
(2006) suspeitaram que outros fatores além da viruléncia dos organismos
provavelmente contribuam para o desenvolvimento de EMC crénica devido a
pequena porcentagem de cdes que sao presentes com doenga clinica em
areas com prevaléncia para E. canis. Esses fatores podem ser idiossincrasias
hereditarias ou racas susceptiveis. Fatores adquiridos do hospedeiro podem
também predispor para erliquiose monocitica crénica, como endoparasitismo
concorrente, que pode ser necessario para inclinar a resposta imune em
direcdo ao fendtipo Th2, resultando em supressdo de imunidade celular
mediada e resposta humoral exagerada. Harrus (1999) descreveu que a
diversidade antigénica pode ser uma das razbées para a variedade nas
manifestagdes clinicas da EMC em diferentes regides geograficas.

Castro et al. (2004) descreveram como achados hematolégicos em
erliquiose canina experimental por E. canis significantes diminuicdo em células
vermelhas, hemoglobina e hematécrito. A concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC) apresentou significante aumento na terceira e
quarta semanas apoOs inoculagdo. Leucopenia, eosinopenia, neutrofilia,
linfopenia, trombocitopenia, e diminuicdo de proteina plasmética total (TPP)
ocorreram no mesmo periodo. Elias (1991) encontrou como caracteristicas
hematolégicas trombocitopenia (<50.000 células/ul), hematdécrito baixo (8-
22%), leucopenia (800 a 4000 células/ul). Pancitopenia foi encontrada como
sinal caracteristico de erliquiose crénica, além disso, anemia arregenerativa foi
usualmente evidente (ELIAS, 1991). Em Uberlandia, Minas Gerais, Kanayama
et al. (2002) verificaram que as alteracbes no hemograma com maior
freqiéncia foram anemia arregenerativa, desvio para a esquerda e
eosinopenia. Na bioquimica clinica observou-se hipoalbuminemia,
hipoproteinemia e aumento dos niveis de fosfatase alcalina sérica. Na mesma
cidade, as principais alteracées da associacdo de babesiose e erliquiose em
caes descritas por Barbosa et al. (2006) foram anemia do tipo normocitica
normocrdémica, leucopenia, neutropenia com desvio para a esquerda e

eosinopenia.
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11.7. DIAGNOSTICO DE ERLIQUIOSE CANINA
11.7.1. DIAGNOSTICO MORFOLOGICO DE ERLIQUIOSE CANINA

O diagnéstico de erliquiose canina pode ser feito pela identificacdo da
presenca de corpusculos de inclusdo ou mérulas de E. canis. Este método é
apropriado para clinicas veterinarias, as quais ndo tém laboratérios sofisticados
a sua disposicao (ELIAS, 1991).

Ja em 1938, Neitz e Thomaz relataram que “Rickettsia canis’, hoje E.
canis, parasitam mondcitos e neutréfilos e que quando corados com Giemsa
aparecem como uma colecdo ou coldnia de granulos cocdéides corados em
purpura e a célula parasitada pode conter de 1-12 colénias variando de 2-10
um em tamanho, sendo que os granulos individuais variam de 0,5-1,5 um e &
relativamente dificil demonstra-los em esfregacos sanguineos, mas
moderadamente facil encontra-los em células de esfregacos de 6rgéos. Depois
da coloracdo com May-Griinwald-Giemsa, as inclusdes aparecem vermelhas,
lilds ou azul escuro, conforme o estado de desenvolvimento da bactéria
(DAVOUST, 1993).

Para Neitz e Thomaz (1938), o aparecimento dos parasitos em
esfregagos sanguineos tem sido observado 3 a 5 dias depois do primeiro
aumento de temperatura corporal e para a confeccdo dos esfregacos
sanguineos € importante que eles sejam realizados utilizando-se a primeira
gota de sangue que exsuda de um ponto de puncdo ou incisdao em orelha
externa, pois nesta primeira gota muitos leucdcitos estardo presentes em
comparacao com as posteriores. Castro et al. (2004) observaram na fase
aguda da doenca, a presenca de moérulas intracitoplasmaticas de E. canis em
mondcitos de esfregacos sanguineos no 12° dia apds inoculagdo. De acordo
com Bounous et al. (1992), na fase aguda da doenca as morulas dificilmente
séo detectadas dentro do citoplasma de mondcitos ou linfécitos em esfregagos
de sangue periférico, corados pelo Wright ou Giemsa, em esfregagos de papa
de leucocitos ou aspirados de medula Ossea. A identificacdo do
microorganismo na citologia por aspiragdo com agulha fina de baco, linfonodos
ou dos pulmdes é possivel, mas rara (COUTO, 1998). Elias (1991) realizando o
diagnostico de erliquiose por microscopia Optica demonstrou que quando a

contagem de leucdcitos é muito baixa impedindo a realizacdo do exame, como
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em alguns casos de panleucopenia, esfregacos de capa leucocitaria podem ser
utilizados como alternativa.

Ao analisar os esfregagos de 250 animais em Israel com diagnéstico
presuntivo de erliquiose, corpos de inclusédo intracitoplasmaticos ou moérulas
foram observados em 220 animais (88%) por Elias (1991). Estas estruturas
eram arredondadas e vistas em somente 4 a 6% dos leucdcitos, ocorrendo
mais frequentemente em linfocitos (maior que 90% dos casos) e em apenas
poucos mondcitos. Os corpos de inclusdo visiveis no citoplasma de leucécitos
eram granulos pequenos e esféricos, medindo aproximadamente 0,2 a 0,4 um
em diametro ou corpos ovais ou esféricos, de aproximadamente 1,2 a 1,5 um
de didmetro ou em manchas irregulares em padrdo circular. Mérulas ovais,
esféricas ou grandes de 2,5 a 3 um de diametro foram observadas em somente
9 (4%) de 220 casos com corpos de inclusdo. Nenhuma tendéncia quanto a
idade, peso ou sexo foi observado. Raga, entretanto, parece ter um importante
papel na predisposicdo da doencga, pois de 250 animais estudados, 167
animais eram German Shepherd Dogs.

Moreira et al. (2006) realizando um estudo com o objetivo de avaliar as
alteracdes especificas na medula éssea e observar a presenca de erliquias
neste 6rgéo, puncionaram a medula de animais infectados, detectando-se um
relativo aumento na série mieldide e diminuicdo na eritréide, além da presenca
de morulas de E. canis no citoplasma de mondcitos, linfécitos, neutréfilos e
eosindfilos de 75% dos animais examinados, durante a fase aguda da doenca.
De forma semelhante deteccao de células infectadas em aspirados de medula
0ssea de caes experimentalmente infectados com uma amostra brasileira de E.
canis foi descrita por Moreira et al. (2005) encontrando-se poucas células
infectadas com E. canis em esfregacos sanguineos, entretanto varias formas
de desenvolvimento de E. canis foram visualizadas em aspirados de medula
Ossea 15 dias ap6s a infeccao.

Mylonakis et al. (2003) compararam a sensibilidade do diagndstico entre
as técnicas de citologia (coloracdo por Giemsa) de papa de leucdcitos, sangue
periférico, linfonodos, medula éssea e cultivo celular de curta duracéo para a
deteccao de moérulas de E. canis em infeccao aguda. A maior sensibilidade foi

alcancada depois da avaliagcdo de 1000 campos em Oleo de imersao de
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esfregacos de medula 6ssea e em segundo lugar em esfregacos de linfonodos.
As morulas foram mais freqlentemente detectadas em linfocitos do que em
mondécitos. O maior numero do total de mérulas foi encontrado em esfregagos
de cultura.

E importante distinguir E. canis de outros protozoarios e estruturas em
esfregacos sanguineos como Leishmania donovani, Hepatozoon canis,
babesias fagocitadas, aglomerados de plaquetas sanguineas, depdsitos de
corantes e artefatos superpostos nos leucécitos (NEITZ, THOMAZ, 1938).

Embora em areas endémicas, a visualizagao direta (usando microscépio
de luz) de Babesia spp., Ehrlichia spp. e Hepatozoon spp. seja preciosa, a
tendéncia da doenca crénica ou subclinica estar associada com uma infecgao
oculta reduz sua sensibilidade e ndo permite diferenciagdo intraespécies.
Entretanto, o uso de métodos diretos de imunoistoquimica e imunocitoquimica
pode aumentar a sensibilidade (SHAW et al., 2001).

11.7.2. REISOLAMENTO E CULTIVO DE Ehrlichia canis

Ristic e Holand (1993) citaram que devido a E. canis ser extremamente
hospedeiro-especifica, estudos precoces focaram-se na doenga, na sua
transmissdo e tratamento, com pouca informagédo sobre as caracteristicas
biologicas dos organismos. Cultivo de bactérias transmitidas por carrapatos €
geralmente dificil por estes organismos serem fastidiosos e requererem
sistemas de co-cultura em células eucaridticas (SHAW et al., 2001). O
reisolamento e cultivo de E. canis em células mononucleares do sangue e de
tecidos sdo citados na literatura. Segundo Andereg e Passos (1999) essa
técnica € muito demorada, cara e exige equipamento adequado. Para o
isolamento geralmente utiliza-se E. canis obtida a partir de um cao
naturalmente infectado (propagada por infeccao experimental em outros caes)
com posterior separacdo de mononucleares destes animais e inoculagdo em
células macrofagicas de linhagem estabelecida de origem canina,
denominadas DH82 (TORRES et al., 2002). Keysary et al. (1996) e Aguirre et
al. (2004) descreveram o primeiro isolamento, propagagdo in vitro e
caracterizacao molecular de E. canis no Israel e Espanha, respectivamente, a

partir de infecgdes naturais em linhagem celular DH82.
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Igbal et al. (1994) concluiram que o reisolamento de E. canis provou ser
o método mais sensivel para um diagnédstico definitivo e precoce da doenca,
porém ele ndo € um método muito conveniente, pois leva um longo tempo (14
até 34 dias) para mostrar-se positivo. Da mesma maneira, Mcbride et al. (2001)
discutiram que o isolamento de E. canis consome muito tempo e somente
poucos laboratorios tém conseguido consistente sucesso com este método,
ademais, testes adicionais para caracterizar o agente s&o requeridos para
definir uma etiologia especifica. No entanto, Mutani e Kaminjolo (2001)
descreveram uma técnica de cultura celular que pode ser utilizada na detecgéao
de erliquias. Os leucécitos do sangue periférico de diferentes animais foram
isolados do sangue total e mantidos em meio de Dulbeco, contendo soro
homdlogo sem antibibticos e apdés 72 horas, um exame microscépico destas
células confirmou que a maioria dos animais estava infectada com a riquétsia.
Entretanto a observacdo de esfregacos de sangue dos mesmos animais
revelou que apenas dois eram positivos para estas bactérias. Os resultados
desta pesquisa indicaram que a cultura de leucécitos é superior ao método
tradicional de esfregaco de sangue na deteccao de erliquias, e que portadores
assintoméaticos sao facilmente detectados, além do método ser de baixo custo
e ndo exigir linhagens de células especificas.

11.7.3. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA DE ERLIQUIOSE CANINA

O isolamento e o desenvolvimento de métodos de cultivo in vitro de E.
canis levaram ao uso do teste soroldgico de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)
para deteccéo e titulagcdo de anticorpos E. canis em céaes. O teste soroldgico IFI
descrito por Ristic e colaboradores em 1972 tem sido o teste soroldgico “Gold
Standard”, indicando exposicao a riquétsia E. canis (WANER et al., 2001).

O diagnéstico de erliquiose pode ser feito sorologicamente empregando-
se a técnica de IFl. O anticorpo anti-E. canis pode ser detectado entre duas a
trés semanas apés a infeccao, elevando-se em niveis maximos por volta dos
trés meses apds o contagio (SWANGO et al., 1992). Os métodos sorolégicos
para diagnésticos de E. canis e E. platys (A. platys) sdo comumente utilizados,
mas carecem de especificidade, pois apresentam reatividade cruzada entre as
diferentes espécies de Ehrlichia spp. (MACHADO, 2006). Animais
soroconvertidos para antigenos de E. canis podem estar infectados com E.
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ewingii, E. chaffeensis ou E. canis. A infeccao por qualquer uma dessas trés
espécies pode causar doengas graves, que podem ser indistinguiveis clinica,
hematolégica e sorologicamente uma das outras (BREITSCHWERDT et al.,
1998b)

Testes sorolégicos sdo 0os mais comumente usados na metodologia
diagnéstica, e IFl e ELISA sdo os mais amplamente empregados. Entretanto,
tais testes sdo limitados por reduzirem a habilidade de identificar infeccéao
aguda, dificuldade em diferenciar infeccdo presente de exposicdao prévia ou
titulos vacinais, e reagéo cruzada entre espécies (SHAW et al., 2001).

Recentemente, Aguiar et al. (2007b) relataram a manutencédo continua
do isolado Jaboticabal de E. canis em células DH82 e, consequentemente, sua
utilizacdo na producdo de antigenos para o diagndstico complementar da
erliquiose canina brasileira.

O uso do teste IFI para o diagnéstico de EMC é um importante auxilio na
confirmagao da exposicao a E. canis quando técnicas mais sofisticadas como
Western blotting, PCR e cultura de tecidos néo estdo prontamente disponiveis.
Ele pode ser usado em combinagdo com uma histéria completa e exame fisico
do céo. Entretanto, os veterinarios deverao estar atentos para suas armadilhas,
as quais podem confundir o diagnostico. O processo da doenga, reatividade
cruzada com outras espécies de erliquias, multiplas infec¢oes transmitidas por
carrapatos e titulos persistentes de anticorpos pés tratamento deverdo ser
considerados quando se interpretam resultados sorolégicos para E. canis.
Seguindo este pensamento, o uso de outros métodos, especialmente técnicas
moleculares, podera ser usado para identificar o patégeno especifico (WANER
et al., 2001).

1.7.4. ENSAIO IMUNOENZIMATICO-ELISA (ENZYME LINKED IMMUNO
SORBENT ASSAY) DE ERLIQUIOSE CANINA

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) como método diagnostico de
erliquiose, “Dot-ELISA”, foi citado por Andereg e Passos (1999) como uma
técnica sensivel para a deteccao de anticorpos anti-E. canis no soro e que
dispensa o emprego de equipamentos caros. Kits comerciais para o
diagnéstico da erliquiose canina baseados no principio do “Dot-ELISA” s&o
testes que tem a capacidade de determinar anticorpos IgG especificos para o
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parasito, podem ser realizados na clinica, sdo praticos, de baixo custo e
provavelmente tornar-se-d0 os exames de rotina para o diagnéstico de
erliquiose (MORAIS et al., 2004). Harrus et al. (2001b) desenvolveram um
ELISA para a deteccdo de anticorpos anti-E. canis, salientando que a leitura
rapida e objetiva do método por eles desenvolvido apresentou uma vantagem
sobre a interpretagéo visual e frequentemente subjetiva de IFI.

Bélanger et al. (2002) determinaram o valor de quatro testes sorologicos
para o diagnostico de EMC, comparando-os com o “Método ouro” IFl. A
especificidade do Dip-S-Ticks (PamBio InDx, Inc., Baltimore, Md.) foi
significantemente menor que todos os outros testes avaliados. A sensibilidade
de Dip-S-Ticks foi significantemente maior que Snap-3Dx (IDEXX Laboratories,
Inc.) ou Snap Canine Combo (IDEXX Laboratories, Inc.). A sensibilidade de
ELISA rMAP2, assim com descrito por Alleman et al. (2001) foi
significantemente maior que Snap Canine Combo. Os niveis de acuracia de
ELISA rMAP2, Snap-3Dx, Dip-S-Ticks e Snap Canine Combo foram 97,0, 89,8,
85,1 e 82,9%, respectivamente.

11.7.5. WESTERN IMMUNOBLOTTING (WI) DE ERLIQUIOSE CANINA

Outra opgéo para se estabelecer o diagnostico é WI, que tem a grande
vantagem da objetividade da leitura, pois ndo sofre influéncia da subjetividade
do operador, como ocorre com a IFl. Entretanto é uma técnica cara, que
consome muito tempo para sua execugao e necessita de uma tecnologia mais
avancada (ANDEREG, PASSOS, 1999). Shaw et al. (2001) descreveram que
WI tem sido usado para caracterizar e diferenciar diferentes espécies

envolvidas.

1.7.6. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) DE ERLIQUIOSE
CANINA

PCR é um método que amplifica uma seqiiéncia alvo de nucleotideos e
tem sido amplamente usada para o diagnéstico de doencas infecciosas
(CHANG et al.,, 1996; FARAH, 2000). Shaw et al. (2001) mencionaram que
PCR vem se tornando cada vez mais viavel para todas as infeccdes

transmitidas por carrapatos ja descritas e sua sensibilidade a torna
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particularmente apropriada para o diagnéstico deste grupo de infecgdes,
embora nao distinga entre infeccdo aguda e estado de portador.

Segundo Mcbride et al. (1996) a PCR para a deteccao especifica de E.
canis tém demonstrado ser mais sensivel que isolamento por cultura. No
entanto, Igbal et al. (1994) descreveram que a sensibilidade da PCR é similar
ou levemente menor que de outros métodos estabelecidos, porém sua
conveniéncia, rapidez e natureza direta de detec¢cao de DNA de E. canis fazem
a PCR mais util para o diagnéstico clinico. Relataram que a PCR,
especialmente em combinacdo com IFI, fornece o mais aceitavel e rapido
diagnéstico para erliquiose canina.

Em um estudo, Martin et al. (2005) compararam dois ensaios de PCR
para diagnéstico de A. platys em sangue de cao usando-se “primers” baseados
no gene 16S rRNA. O primeiro utilizou um protocolo padrdao de PCR
(amplificagé@o direta), usando-se um “primer” especifico para o género Ehrlichia
e sequenciamento genético. O segundo ensaio nPCR, envolveu um “primer”
universal bacteriano que amplificou a maioria do gene 16S rRNA, seguido da
amplificacao “nested”, usando-se um “primer” especifico para A. platys. O
protocolo “nested” demonstrou uma maior sensibilidade. As analises das
sequéncias confirmaram uma maior especificidade (MARTIN et al., 2005).
Testes de sensibilidade mostraram que a PCR em duas etapas (“nested”) € dez
vezes mais sensivel que a direta e foi capaz de detectar tdo pouco DNA como
cinco inclusées erliquiais em uma amostra sanguinea. Ja PCR Unica amplifica
moldes de DNA de amostras contendo pelo menos 50 plaquetas infectadas. A
aplicacao desta técnica é util em detectar A. platys em fases precoces da
infeccdo (cinco dias pés-infeccao) ou em estagios cronicos da doenca, como
também em diagnésticos diferenciais de trombocitopenias em caes (CHANG et
al., 1996). De tal modo, Harrus et al. (1998 c) ao realizarem uma investigacao
sobre a amplificagcdo de DNA erliquial de caes 34 meses depois da infec¢ao por
E. canis, concluiram que nPCR de DNA extraido de aspirados esplénicos é um
método seguro pra determinar o estado de portador de EMC.

Nagaghi et al. (2004) compararam a PCR baseada no gene dsb e a
nPCR no diagnéstico da erliquiose canina. A nPCR consiste de duas
amplificagbes, sendo que a primeira amplifica o género Ehrlichia, enquanto a
segunda amplifica apenas a espécie; ja a PCR baseada no gene dsb de
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Ehrlichia spp. codifica as proteinas das pontes de dissulfeto erliquiais em
apenas uma amplificacdo. Concluiu-se que apesar de apenas a nPCR ser
capaz de realizar a diferenciacdo entre as espécies de erliquias, sem a
necessidade do sequenciamento, a PCR e a nPCR podem ser utilizadas do
diagndstico direto da erliquiose. Nagaghi et al. (2006) relataram que a nPCR é
o método mais sensivel no diagndstico da erliquiose canina, entretanto a PCR
com base no gene p-28 pode também ser Util, considerando-se a vantagem de
ser uma técnica mais rapida e econémica por consistir de apenas uma reacao
de amplificacao.

Wen et al. (1997) comparando nPCR e IFI para diagnéstico de E. canis
em caes tratados com doxiciclina, concluiram que nPCR é altamente sensivel e
especifica para a deteccao de E. canis e pode ser mais Util em avaliagcdes de
eliminacao dos organismos depois da antibiéticoterapia que IFI, especialmente
em areas nas quais E. canis é endémica. Mylonakis et al. (2003) realizaram
duas nPCR em aspirados de medula 6ssea, como um dos métodos
diagnésticos para E. canis em 69 animais suspeitos de EMC. Os autores
também usaram os testes IFl, ELISA, esfregacos de capa leucocitéria,
linfonodos, medula 6ssea, “imprint” de pulmé&o e sangue corados por Giemsa.
Todos os animais foram positivos para anticorpos anti- E. canis pela técnica de
IFI enquanto a amplificacdo do DNA erliquial foi obtida em 91,3% dos animais e
mérulas de E. canis foram observadas em 58% dos varios exames citologicos
utilizados no presente estudo. ELISA mostrou que 65,2% dos animais
apresentaram anticorpos anti-E. canis (MYLONAKIS et al., 2003).

Garcia-Pérez et al. (1999) ao desenvolveram uma PCR especifica para
o diagnéstico de E. phagocytophila (A. phagocytophilum) em ovelhas relataram
que embora a “nested” possa aumentar a sensibilidade do diagndéstico em
algumas situagdes, ela também acarreta um risco substancial de contaminagao
pela necessidade de se abrir os tubos contendo produtos amplificados antes da
segunda amplificacdo o que foi corroborado por Walker (2006b) ao mencionar
que a nPCR estd sujeita a falsos positivos devido a contaminagdo pelos
“amplicons”.

Com o objetivo de implementar uma rotina diagnéstica de alta
especificidade e sensibilidade, Brito et al. (2004) compararam a técnica de
eletroforese capilar por microchips a técnica de eletroforese em gel de agarose
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na andlise de produtos de PCR (nPCR) para E. canis. Concluiram que a
utilizacdo da tecnologia Lab-on-a-chip mostrou-se uma alternativa mais
condizente com as boas praticas em biosseguranga, eliminando a
contaminagéo por brometo de etidio além de propiciar a diminuigdo dos custos
de extracdo de DNA, PCR e andlises dos “amplicons”, pois utiliza 1 pL da
amostra na andlise, além da alta sensibilidade.

Também na tentativa de aumentar a sensibilidade da PCR, os produtos
de uma destas reacbes foram submetidos a uma hibridizacao
quimiluminescente (CH) por Mcbride et al. (1996). Os resultados comprovaram
que esta associacao de técnicas teve maior sensibilidade que o cultivo in vitro,
sendo que sensibilidade da PCR deste protocolo foi de 300 pg com gel corado
com brometo de etideo, o equivalente a aproximadamente 1,5 x 10°
organismos E. canis, enquanto a CH aumentou a sensibilidade para 30 fg, o
equivalente a aproximadamente 150 organismos erliquiais e concluiram que a
técnica PCR/CH é realizavel, rapida e sensivel para a deteccao de E. canis de
amostras sanguineas.

Sirigireddy e Ganta (2005) descreveram um teste molecular multiplex
(Multiplex PCR) que é capaz de detectar infec¢des simples ou coinfecgdes com
até cinco espécies de erliquias ou anaplasmas. O protocolo do teste incluiu a
purificagdo baseada na captura magnética do 16S RNA ribossomal, seu
enriquecimento, e detecgdo de patdgenos especificos pela reacdo em cadeia
da polimerase transcriptase reversa por tempo real (RT-PCR Real Time). O
teste foi avaliado pelo exame de amostras sanguineas de caes suspeitos de
erliquiose. Relataram que o cdo foi 0 modelo escolhido, por ser susceptivel a
adquirir infeccées com até cinco patégenos do género Ehrlichia e Anaplasma.
O teste identificou infecgbes simples no hospedeiro canino com E. chaffeensis,
E. canis, E. ewingii, A. phagocytophilum e A. platys e coinfecgé@o entre E. canis
e A. platys.

Doyle et al. (2005) relataram o desenvolvimento do primeiro ensaio por
PCR em tempo real multicolor (Multicolor Real-Time PCR) capaz de detecgéo e
discriminagdo de espécies de erliquias de importancia médica em uma unica
reagdo, por amplificacdo do gene dsb. Descreveram que a sensibilidade
analitica do ensaio é comparavel ao ensaio molecular mais sensivel ja relatado,

esta PCR é capaz de distinguir “amplicons” de E. chaffeensis, E. ewingii, E.
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canis e ainda detectar coinfeccées dentro da mesma amostra e este eficiente
ensaio poderd proporcionar novas habilidades no diagnéstico e tratamento de
pacientes humanos e animais de companhia infectados, assim como podera
ser usado em estudos epidemioldgicos.

Marsilio et al. (2006) desenvolveram um ensaio PCR que teve como alvo
0 gene citrato sintase (gITA) e asseguraram que a alta conservagdo da
sequéncia analisada revelada por andlises moleculares confirmou a utilidade
desse gene para a deteccao de E. canis.

Durante a fase cronica de EMC a sensibilidade da PCR em amostras de
sangue pode diminuir devido a baixa presenca do agente (AGUIRRE et al.,
2004) e aspirados de baco nao sao superiores as amostras sanguineas para a
deteccao precoce de DNA erliquial por PCR (HARRUS et al., 2004). Entretanto,
quando o animal é tratado (doxiciclina, 10 mg/kg, sid, 60 dias consecutivos),
DNA erliquial pode ser detectado no bago depois da sua eliminagdao no sangue,
indicando que aspirados de baco sdo superiores na avaliacdo da resposta a
terapia. Este fato poderia ser explicado por uma persisténcia maior dos
organismos vivos em macréfagos esplénicos do que em mondcitos sanguineos
ou porque o DNA de erliquias degradadas esteja dentro dos macréfagos
esplénicos (HARRUS et al., 2004).

Para o uso de PCR em animais necropsiados geralmente o sangue e
linfonodos sdo os Unicos tecidos positivos 72 horas “post mortem”. Isto
provavelmente ocorra devido a melhor preservacao de DNA erliquial ou a uma
maior prevaléncia deste patdégeno nestes dois tecidos (GAL et al., 2007).

Morais et al. (2004) sugeriram que sempre que um cao assintomatico for
testado e apresentar anticorpos, € necessario diferenciar o cado que teve
apenas contato com o agente e tem anticorpos persistentes, de cées com
erliquiose. Concordaram que, como a PCR néo esta disponivel para a maioria
dos meédicos veterinarios, recomenda-se que o clinico tente documentar a
presenca do agente em esfregaco de sangue periférico, ou a presenca de

alteracdes hematoldgicas compativeis com erliquiose.



36

11.8. BABESIOSE CANINA

Parasitos do género Babesia (Starcovicci, 1893) foram primeiramente
reconhecidos por Babés em 1888. Nesta época o pesquisador procurava
determinar a causa de uma doenga grave, que estava acometendo bovinos na
Roménia. O autor chegou a conclusdo que o agente etioldgico que estava
provocando a enfermidade naquela regido, era um pequeno organismo
cocdide, intraeritrocitico, chamado por ele de Haematococcus bovis. Em 1893,
Starcovicci reavaliou o parasito, denominando-o de Babesia bovis, em
homenagem a Babés (ALMOSNY, 2002). A babesiose € uma doencga febril e
hemolitica caracterizada pela infeccdo dos eritrécitos circulantes por
hematozoarios do género Babesia spp. Essa moléstia acomete diferentes
espécies de mamiferos, inclusive a humana, acarretando o desenvolvimento de
sintomas como febre, letargia e anemia hemolitica aguda com caracteristicas
regenerativas, na dependéncia da intensidade da parasitemia promovida pelo
protozoario (BRANDAO, HAGIWARA, 2002).

A babesiose canina € uma doenga transmitida por carrapatos causada
por microorganismos do género Babesia, ordem Piroplasmida, que se
multiplicam preferencialmente em eritrocitos jovens (ALMOSNY, 2002;
VIDOTTO, TRAPP, 2004).

De acordo com Taboada (1998) os vetores (R. sanguineus) se infectam
ao ingerir hemacias parasitadas por merozoitos do protozoario, dando inicio a
um complexo ciclo que culmina com a formagao de esporozoitos nas células de
suas glandulas salivares. A capacidade de transmissdo transestadial e
transovariana do agente permite a sua perpetuacdo, tornando o carrapato
infectante por varias geracoes.

Brandao e Hagiwara (2002) descreveram que 0s caes sao parasitados
por duas espécies de babesia: Babesia canis (B. canis), mais freqliente nos
paises tropicais, incluindo o Brasil, e Babesia gibsoni (B. gibsoni), encontrada
primariamente no norte e oeste da Africa, sudeste asiatico e, de forma
endémica, no sudoeste dos EUA. Pelo menos um caso de babesiose humana
provocado por Babesia canis ssp. ja foi identificado (OYAFUSO et al., 2002
apud MARSAUDON et al., 1994).

Segundo Brand&o e Hagiwara (2002) com base em estudos sorolégicos,
bem como nas diferengas de patogenicidade e espécie de vetor transmissor,
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um sistema de nomenclatura trinominal para Babesia canis foi proposto.
Babesia canis canis € a cepa, de patogenicidade intermediaria, encontrada na
Europa e em partes do continente asiatico; é transmitida por carrapatos do
género Dermacentor. A cepa mais patogénica, encontrada no sudeste asiatico
e transmitida por Haemaphysalis leachi, € a Babesia canis rossi; sendo a
Babesia canis vogeli (B. canis vogeli) a menos patogénica, transmitida pelo R.
sanguineus. Para Shaw et al. (2001) B. canis vogeli causa uma doenca
relativamente branda em todo o mundo e a importancia das espécies de
carrapatos na transmissdo da babesiose canina varia de acordo com a
localizacao geogréafica.

Caccio et al. (2002) caracterizaram molecularmente infeccao natural por
Babesia canis em 11 caes da Europa e os agentes foram identificados como B.
canis canis e B. canis vogeli com base em analises completas das seqiéncia
dos genes ssrRNA. Anadlises filogenéticas confirmaram que as espécies
grandes de babesias de caes pertencem a clade stricto sensu, a qual inclui
espécies caracterizadas por transmiss&o transovariana nos seus vetores e por
desenvolverem-se exclusivamente dentro de eritrocitos de hospedeiros
mamiferos.

Foldvéri et al. (2005) relataram o primeiro levantamento molecular de
babesiose canina (Babesia canis canis) na Hungria com o objetivo de
caracterizar subespécies (genotipos) destes grandes piroplasmas caninos,
utilizando-se PCR e sequenciamento genético. Segundo Foéldvari e
colaboradores, a biologia molecular proporcionou um método poderoso de
investigacao, nao somente para identificacdo de subespécies, mas também em
casos onde sintomas e/ou esfregacos sanguineos nao providenciaram
informacgao diagndstica definitiva para o Médico Veterinario.

No Brasil, B. canis vogeli € a principal babesia de caes. Existem
descri¢oes isoladas de B. gibsoni baseadas em analise morfoldgica do parasita
em esfregagos sanguineos corados por Giemsa no estado do Rio Grande do
Sul (VIDOTTO, TRAPP, 2004). Estudos soro-epidemiolégicos realizados em
Minas Gerais apontaram prevaléncia de caes positivos para a B. canis ssp. que
variou entre 34,1% e 66,9% (GUIMARAES et al., 2002).

Aspectos epidemiologicos de infecgdo por B. canis vogeli foram
estudados por Maia et al. (2007). Amostras de sangue foram coletadas e
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testadas por IFI para detectar anticorpos anti-B. canis vogeli. A prevaléncia
desses anticorpos foi de 18,8%, entretanto, nenhuma correlagéo foi encontrada
entre a prevaléncia da infeccao e idade ou sexo dos animais. Caes mesticos
apresentaram uma chance maior de adquirirem infecgdo em comparagdo aos
de raca pura. Diferengas significantes com relacdo a incidéncia foram
encontradas durante o periodo de abril a junho em comparagdo com outros
meses, demonstrando que a transmissé@o de B. canis vogeli é relacionada com
uma variacao sazonal de infestacdes de carrapatos.

Os sinais clinicos inespecificos presentes na babesiose canina podem
ser provocados pela agcao direta do parasito, ou por infeccdo concomitante
entre B. canis ssp. € um ou mais agentes, como enterovirus, bactérias ou
parasitos intestinais. A infeccdo mista com E. canis, cujo vetor € o mesmo, &
citada em varios trabalhos. Essa infeccao conjunta pode provocar uma grave
sindrome, caracterizada por anemia mormocitica-normocrémica, com a
babesia destruindo as hemaéacias e a erliquia inibindo a eritropoiese
(GUIMARAES et al., 2002).

Almosny (2002) descreveu que a gravidade das manifestagdes clinicas
esta associada a patogenicidade da cepa de babesia, a intensidade da
parasitemia, a resposta imune e a idade do hospedeiro. As manifestacdes
variam de doenga subclinica até doenga hiperaguda sendo que caes jovens
sdo mais sensiveis e frequentemente apresentam formas mais graves da
doenca. A forma hiperaguda ocorre em caes muito jovens, com idade inferior a
quatro semanas. Conforme Vidotto e Trapp (2004), no Brasil, a forma
subclinica da babesiose canina € provavelmente a apresentagdo predominante.

A imunidade celular, segundo Vidotto e Trapp (2004) é a mais
importante no combate as infeccoes por Babesia spp., consequentemente, a
fagocitose de heméacias danificadas, parasitas livres e intra-eritrociticos ocorre
no figado e baco. Branddo e Hagiwara (2002) citaram que a hiperplasia do
sistema fagocitico mononuclear esplénico ocorre em decorréncia da depuracao
das heméacias circulantes parasitadas pelos merozoitos, enquanto a resposta
humoral atua coibindo a infec¢ao de células ainda néo infectadas, impedindo a
penetracdo dos esporozoitos. A resposta imune desenvolvida pelos caes
contra babesiose € fraca, requer estimulacao continua para sua manutengao e

pode n&o eliminar completamente o parasita e os cédes podem tornar-se
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portadores cronicos (VIDOTTO, TRAPP, 2004). Andereg e Passos (1999)
mencionaram a possibilidade de que infec¢ées agudas por E. canis possam ser
imunossupressoras para caes infectados com B. canis ssp. deve ser
considerada, pois foi observado, em alguns casos, que a manifestagao clinica
da babesiose estava relacionada com infecgdes agudas de E. canis.

Brandao e Hagiwara (2002) relataram que o estado de portador crénico
da babesiose canina é decorrente da permanéncia do agente no organismo
animal de modo controlado, ndo havendo a ocorréncia de sintomas agudos da
infecgdo, mas sim a estimulagdo antigénica periédica que mantém os titulos de
anticorpos por longos periodos, protegendo os animais contra infecgbes
futuras. Esses animais sao fonte de infeccdo quando mantidos em colénias ou
quando utilizados como doadores de sangue, e uma vez submetidos a
condicoes de estresse podem desenvolver a doenca. Segundo Brandao e
Hagiwara (2002) o tratamento dos caes doentes com dipropionato de imidocarb
causaria a eliminagcao completa do agente do organismo animal, impedindo
assim a perpetuagdo do estimulo antigénico, limitando a prote¢do e tornando
0S animais susceptiveis a novas infeccoées em decorréncia da queda precoce
dos titulos de anticorpos protetores. Nessas condi¢des, torna-se desejavel a
persisténcia da infeccdo residual, que possibilite estimulacdo antigénica
periddica e a manutengdo de um adequado titulo de anticorpos, capaz de
promover prote¢cdo prolongada. Para Vidotto e Trapp (2004) doxiciclina
utilizada na dose de 20 mg/kg/dia foi capaz de evitar sinais clinicos e
parasitemia em animais inoculados experimentalmente com B. canis ssp.,
porém se utilizada em dose inferior a essa, o animal pode manifestar sinais
clinicos, entretanto mais brandos. A eficacia da doxiciclina é inferior ao
dipropionato de imidocarb e aceturato de diminazeno. De forma similar,
Branddo e Hagiwara (2002) citaram que o estimulo antigénico periédico
promovido pela picada do carrapato, e consequiente inoculagdo de formas
infectantes, parece ser fundamental para a manutencao de titulos protetores de
anticorpos. Portanto, animais livres de carrapatos tornam-se mais sensiveis a
reinfeccdo em decorréncia do declinio lento dos titulos de anticorpos, sendo
susceptiveis 5 a 8 meses apods a infeccao precedente.

Na Europa encontra-se disponivel uma vacina produzida com antigenos

soluveis (exo-antigenos) de B. canis ssp. liberados em cultivo celular, com
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eficiéncia de 70 a 100%. A vacina nao previne a infeccao e é capaz de limitar o
desenvolvimento da parasitemia, a reducdo do hematocrito e esplenomegalia
apos desafio com cepa homodloga. No entanto, as diferencas antigénicas entre
os isolados limitam o uso desta vacina em outras regides, tornado-se
necessario produzir uma vacina especifica para cada cepa em cada parte do
mundo (VIDOTTO, TRAPP, 2004; BRANDAO, HAGIWARA, 2002).

Os métodos para diagnostico da babesiose canina baseiam-se na
observacao direta do agente ou de seus componentes ou na deteccdo de
anticorpos (VIDOTTO, TRAPP, 2004). Exames de esfregacos sanguineos
mostram o0s parasitos tipicamente piriformes, agrupados em pares em um
angulo caracteristico, com sua extremidade mais fina unida. B. canis ssp. €
uma grande babesia, cujas formas piriformes variaram de 2,61 a 5,22 um de
comprimento. Além das formas piriformes, predominam parasitos redondos,
ovais, alongados ou amebdides. Hemacias podem ser parasitadas com quatro,
oito ou mais trofozo6itos. Também é freqliente o encontro de formas livres no
plasma, bem como hemacias fagocitadas no interior de macrofagos
(ALMOSNY, 2002). Segundo Brandao e Hagiwara (2002) a analise do sangue
capilar obtido da ponta das orelhas ou dos coxins, corado por coloragdes tipo
Romanowsky (Wright, Giemsa, Rosenfeld ou Diff-Quick), parece aumentar a
oportunidade de evidenciar hemacias parasitadas em virtude da diminuicao de
sua deformabilidade, que decorre da peroxidacédo lipidica da membrana
eritrocitaria pelo parasito, e conseqiiente acumulo em vasos de menor calibre
como capilares e vénulas. A analise citolégica do esfregaco sanguineo é
imprescindivel, pois permite a diferenciacdo morfoldgica entre B. canis ssp.,
com cerca de 2/5 um, geralmente aos pares, e B. gibsoni, medindo 1/3 um;
essa diferenciagao é necessaria porque ha reagao soroldgica cruzada entre as
duas espécies (BRANDAO, HAGIWARA, 2002). .

Para Almosny (2002) testes genéticos, que detectam o DNA do parasito
também vém sendo utilizados cada vez mais, principalmente em nivel
experimental e ainda ndo sao utilizados na rotina laboratorial.

A PCR pode ser utilizada para detectar fragmentos de DNA de Babesia
spp. Esta técnica é sensivel, especifica, rapida e simples para o diagnostico de
infeccdo para varias espécies do género Babesia, proporcionando o0

diagndstico em infecgdes agudas, subclinicas ou crénicas mesmo nos casos de
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baixa parasitemia. A PCR também pode ser utilizada para monitoramento de
terapia, deteccdo de animais portadores de Babesia spp. € em estudos
epidemiolégicos sobre a distribuicdo geografica deste patégeno emergente
(VIDOTTO, TRAPP, 2004). Matos et al. (2006) descreveram o desenvolvimento
de uma “nPCR multiplex” para diagnéstico simultaneo de B. canis ssp. e H.
spp. utilizando-se alinhamentos sucessivos do gene 18S rRNA.

Ano et al. (2001) realizaram “nPCR” em amostras sanguineas de 13
caes acometidos de babesiose canina para confirmar a especificidade e a
sensibilidade deste método diagnostico para esta patologia. Relataram que
somente a “nPCR” produziu a visualizacdo de bandas nao vistas na primeira
rodada da PCR e que estes resultados indicaram que a “nPCR” é altamente
sensivel e Util para o diagnésticos de babesiose canina.

ELISA foi citado por Vidotto e Trapp (2004); Almosny (2002); Brandao e
Hagiwara (2002).

Brandao e Hagiwara (2002) descreveram que a babesiose canina € uma
doenca endémica em varias regides do Brasil, caracterizada pela benignidade
dos sintomas e responsividade a terapia especifica. No entanto, casos agudos
acompanhados de crise hemolitica, choque endotoxico, pancreatite e morte
sdo observados. A recente evolugdo dos conhecimentos a respeito da
patogénese da doenga, da importancia do desenvolvimento de vacinas, ou
ainda, do estado de portador cronico que mantém a imunidade animal em
detrimento do controle ambiental do agente, permitindo sua transmissdo em
nosso meio, torna importante a atualizacdo dos conceitos, 0 uso se
medicamentos ectoparasiticidas eficientes e o controle do uso de animais como

doadores de sangue.

IIl. MATERIAL E METODO
[11.1. ANIMAIS

Foram selecionados 56 caes, machos ou fémeas, de ragas e idades
variadas, atendidos no Hovet-UFU. Como critério de inclusdo desses animais
no protocolo experimental, utilizou-se a presenca de moérulas e/ou granulagdes
atipicas em leucocitos e/ou presenga de moérulas em plaguetas em extensodes

de sangue periférico de orelha externa, sugestivas de infecgdo por Ehrlichia
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spp. ou Anaplasma platys, respectivamente. Estes animais foram selecionados
a partir das extensdes sanguineas realizadas pelo técnico do Laboratério de
Patologia Clinica do Hovet-UFU. Dentre os 56 animais selecionados, 6
apresentaram merozoitos indicativos de infeccdo por Babesia spp., no entanto,
isto ndo foi critério de inclusdo ou exclusdo dos animais. Dois caes que vieram
a Obito foram utilizados para estudos histopatoldgicos e ultra-estruturais de
orgaos.

l.2. LOCAIS DA EXECUCAO

As extensdes de sangue periférico, venoso e de leucoconcentracao
foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do Hovet-UFU.

TEM e MO foram processadas no Instituto de Ciéncias Biomédicas;
Centro de Microscopia Eletronica e Laboratério de Histologia da UFU,
respectivamente.

O método PCR (“Nested PCR” e “Seminested PCR”) foi realizado no
Laboratério de Diagnéstico Molecular, Instituto de Biociéncias, Departamento
de Microbiologia e Imunologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, campus de Botucatu, SP.

l1l.2.4. COLHEITA DO MATERIAL i )
1.2.4.1. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAQ:

ULTRAESTRUTURA DE Ehrlichia spp. e Anaplasma platys EM CELULAS
SANGUINEAS.

No ambulatério clinico do Hovet-UFU foram colhidos dois mL de sangue
periférico dos animais selecionados por venopuncao cefélica. Posteriormente,
no Laboratério de Patologia Clinica transferiu-se o sangue adquirido para
frascos de vidro siliconizados contendo 0,1 mL de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), que foi centrifugado em 50 g por 10 minutos.
Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, aspirou-se o sobrenadante para um tubo
de macro-hematécrito (Wintrobe) e executou-se uma segunda centrifugacao,
pelo mesmo periodo e velocidade. A capa leucocitaria foi aspirada; com uma
gota realizou-se extensao de leucoconcentracao e o restante foi depositada em
frascos de vidro de 10 mL, contendo 5 mL de glutaraldeido a 2% em solugéao
tampé&o fosfato 0,1M, pH 7,2.
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I.2.4.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO: ULTRA-
ESTRUTURA DE ORGAOS

De quatro a cinco fragmentos de aproximadamente um mm?® de baco,
medula éssea, pulméo, rim, linfonodos, figado e coracdo de dois animais que
vieram a Obito foram colhidos, identificados de acordo com o 6rgédo e numero
do animal e fixados em glutaraldeido a 2% em solugdo tampéao fosfato 0,1M,

pH 7,2 em frascos de vidro de 10 mL.

111.2.4.3. MICROSCOPIA OPTICA: HISTOPATOLOGIA DE ORGAOS

Dois fragmentos de aproximadamente um cm?® de baco, medula éssea,
pulmao, linfonodos, rim, figado e coracao foram obtidos de dois animais que
vieram a Obito. Estes fragmentos foram imediatamente fixados em formol 10%,
acondicionados em frascos plasticos de 20 mL e identificados relativamente ao

6rgao e numero do animal.

1.2.4.4. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

No ambulatério clinico do Hovet-UFU foram colhidos dois mL de sangue
dos animais selecionados por venopungao cefalica, transferidos para frascos
de vidro siliconizados contendo 0,1 mL de acido etilenodiaminotetraceético

(EDTA), congelados em - 20°C em refrigerador e identificados.

1.2.4.5. EXTENSOES DE SANGUE PERIFERICO, SANGUE VENOSO E DE
LEUCOCONCENTRACAO

Também no ambulatério clinico do Hovet-UFU, utilizou-se para a
realizacdo de cada extensdo de sangue periférico dos 56 animais
selecionados, uma agulha 25 X 7, com a qual foi feita uma puncdo em vaso
venoso de orelha externa e colhido o sangue com um tubo de micro-
hematécrito. De 42 animais utilizou-se uma gota dos dois mL de sangue
colhidos para a TEM de células sanguineas para realizar as extensdes de
sangue venoso € uma gota da capa leucocitaria para preparar as extensoes de

leucoconcentragéo.
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[11.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

11.3.1. EXTENSOES DE SANGUE PERIFERICO, SANGUE VENOSO E DE
LEUCOCONCENTRACAO

1.3.1.1. TECNICA UTILIZADA

As extensdes de sangue periférico foram realizadas a partir de uma gota
de sangue do tubo de micro-hematdcrito, utilizando-se a técnica descrita no
proximo paragrafo (FERREIRA NETO et al.,, 1982). Para a realizagdo das
extensdes de sangue venoso e as extensdes de leuconcentracao, utilizou-se
uma gota do sangue colhido para a obtengdo da capa leucocitaria e uma da
propria capa, respectivamente, empregando-se também a mesma técnica
utilizada para realizar a extensdes de sangue periférico. Foram feitas
extensbes de sangue periférico dos 56 animais selecionados. No entanto, foi
possivel coletar sangue para a realizacdao de extensées de sangue venoso e
leuconcentracdo em 42 dos 56 animais.

Inicialmente, foram preparadas duas laminas novas e desengorduradas,
sendo uma com os cantos recortados. Posteriormente, o frasco de sangue foi
agitado lentamente para uma homogeneizagdo e com um bastonete transferiu-
se uma goticula de sangue ou da capa leucocitaria para a lamina. Apds isso,
com o auxilio da lamina de canto recortado que foi colocada a frente de cada
goticula em um angulo de aproximadamente 45°, foi feito um ligeiro movimento
para tras, até o material se espalhar na borda da ldmina. Com um movimento
uniforme, para frente, fez-se essa lamina deslizar sobre a outra, arrastando
atras de si 0 sangue ou a capa leucocitéria que espalhou-se em fina camada.
Nesse momento, agitou-se a lamina com a extensdo até que ela secasse

completamente.

111.3.1.2. COLORACAO

Utilizou-se o método de May-Grinwald-Giemsa como descreveram
Ferreira Neto et al. (1982).

Primeiramente a extensao foi colocada voltada para cima entre duas
barras metélicas, onde foram depositadas 15 a 20 gotas de May Grinwald,
deixando-se agir por aproximadamente trés minutos. Em seguida, foi
adicionada igual quantidade de agua destilada, soprando-se imediatamente os

liquidos, para que se misturassem, permitindo que a extensdo corasse por um
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minuto. Apds esse tempo, derramou-se o liquido da lamina que foi imersa em
uma cuba de vidro onde foi depositado o Giemsa na diluicdo de uma gota de
corante para um ml de agua destilada neutra. Aguardou-se que corasse por 15-
30 minutos e finalmente a lamina foi retirada e lavada em agua corrente,
secada por agitacdo e guardada em caixas de madeira para serem

posteriormente examinadas.

11.3.1.3. AVALIACOES DAS EXTENSOES DE SANGUE PERIFERICO,
SANGUE VENOSO E DE LEUCOCONCENTRAGCAO

Os trés tipos de extensdées sanguineas dos 42 animais foram
posteriormente examinados em microscépio de luz por um segundo
examinador, avaliando-se as células da borda franjada de todas as extensoes e
também as bordas laterais das mesmas. As inclusdes citoplasmaticas
identificadas em leucocitos foram devidamente contadas e registradas
relacionando-as com a respectiva lAmina e animal. Nao foram novamente
avaliadas as inclus@es intra-plaquetarias. Quando pertinente, as inclusées ou
alteragOes celulares foram fotografadas e também identificadas, utilizando-se
fotomicroscédpio Optico (Zeiss Axiolab, Alemanha) em objetiva de 40X. Foi
também realizada contagem diferencial dos leucécitos.



46

1.L3.2. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (“NESTED PCR” E
“SEMINESTED PCR”) DE AMOSTRA DE SANGUE TOTAL PARA Ehrlichia
canis, Ehrlichia spp., Anaplasma platys E Babesia canis vogeli

O material colhido, congelado a -20°C e armazenado para a realizagao
da PCR foi enviado apds acondicionamento em gelo reciclavel para ser
processado como descrito a seguir.

11.3.2.1. EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Todas as 56 amostras de sangue foram examinadas para a presenga de
DNA alvo (E. canis, E. spp., A. platys) pela técnica de Reacdo em cadeia da
polimerase (“nested PCR”) descrita por Wen et al., (1997). Para o exame pela
“seminested PCR” (B. canis vogeli) foram analisadas somente as amostras que
apresentaram merozoitos indicativos de infec¢do por Babesia spp. utilizando-se
a adaptacao da técnica descrita por Birkenheuer et al., (2003).

DNA genbmico foi extraido de sangue, utilizando-se o GFX™ Genomic
Blood DNA Purufication Kit (Amersham, Biosciences, Piscataway, New Jersey,
USA).

1.3.2.2. PCR DE ERLIQUIAS: PREPARO DAS MISTURAS E CONDIGOES
DA REACAO
1.3.2.2.1. AMPLIFICACAO DO DNA DE Ehrlichia canis, Ehrlichia spp. E
Anaplasma platys UTILIZANDO-SE GO TAQ® GREEN MASTER MIX

As reagdes de PCR foram realizadas utilizando-se uma solugéo de
reagentes “pronta para uso” que ja contém o tampao de reacdo, 0s
deoxinucleotideos (DNTPS), Cloreto de magnésio (MgCl,) e a enzima DNA
Polimerase (GoTag® Green Master Mix; Promega, Madison, WI-USA),
bastando apenas acrescentar a reacdo o DNA da amostra e os
oligonucleotideos iniciadores, que neste caso, foram usados pares especificos
que amplificam uma regido conhecida do gene 16S rRNA para E. canis, A.
platys e E. spp. para cada uma das reagdes (Tabelas 1, 2 e 3). Quando esta
solucdo foi usada para preparar as reagdes de PCR, as condigdes da reagao
seguiram um volume final de 25 ul contendo 12.5 pl de 2X Go Taqg® Green
Master Mix buffer [pH 8.5, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM
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dTTP 3.0 mM MgCl;], 80 nM de cada oligonucleotideo iniciador € 5 ul do DNA
da amostra para a reagao.

As condigbes de amplificacdo foram idénticas as descritas no protocolo
de PCR para cada um dos parasitas. A amplificacdo das reacdes foi realizada
em termociclador automatico (Eppendorf® Mastercycler Gradient; Hamburg,
Germany). A reagdo de PCR consistiu em uma etapa inicial a 94°C por 10
minutos para a desnaturacdo do DNA e uma sequéncia de 40 ciclos repetidos,
composto de trés temperaturas para cada ciclo: 94°C por 1 minuto para
desnaturacdo da fita de DNA, 60°C por 1 minuto para hibridizacdo dos
oligonucleotideos iniciadores e 72°C por um minuto para a extensdo da cadeia.
Para garantir a finalizagdo do processo de extensdo e a presenca dos DNAs
amplificados, realizou-se ainda uma incubacédo a 72°C por quatro minutos e
finalmente 4°C por quatro minutos.

A segunda reacédo da “nPCR” foi idéntica a primeira, diferindo no molde
e oligonucleotideos iniciadores utilizados. Os “iniciadores” usados na “nPCR”
foram especificos para o segmento de E. canis, E. spp. € A. platys (gene 16S
rRNA) e foram designados por sequéncias publicadas (BULLA et al., 2004;
MARTIN et al., 2005, WEN et al., 1997) (Tabelas 1, 2 e 3). O DNA molde
utilizado para a amplificacao “nested” foi uma aliquota de 1,0 uL proveniente da

reacao inicial.

Tabela 1. Seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para diagnéstico de
Ehrlichia canis que amplificam um amplimero de ~ 390 pb.

Fase dareacio Nome Sequiéncia do oligonucleotideo (5’ — 3’)
PCR EHO sense 5-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3’
PCR EHO antisense 5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3'
“nested” ECA sense 5-AATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA-3

“nested” ECA antisense 5- TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’
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Tabela 2. Seqléncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para diagnostico de
Anaplasma platys que amplificam um amplimero de ~ 390 pb.

Fase dareacio Nome Sequiéncia do oligonucleotideo (5’ — 3’)
PCR EHO sense 5-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3’
PCR EHO antisense 5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3
“nested” EHPL sense 5-TTTTTGTCGTAGCTTGCTATGATA-3
“nested” EHPL antisense 5-TGTGGGTACCATTATCCCCA-3’

Tabela 3. Seqliéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para diagnéstico de
Ehrlichia spp. que amplificam um amplimero de ~ 390 pb.

Fase dareacio Nome Sequiéncia do oligonucleotideo (5’ — 3’)
PCR EHO sense 5-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3’
PCR ECA antisense 5- GGGCAGTGTGTACAAGACCCGAGAA-3
“nested” ESPP sense 5-AACACATGCAAGTCGAACGGA-3’
“nested” ECA antisense 5’- AACACATGCAAGTCGAACGGA-3

111.3.3. “SEMINESTED PCR” PARA DETECCAO DO DNA DE Babesia canis
vogeli
111.3.3.1. PCR: PREPARO DAS MISTURAS E CONDICOES DA REACAO

A reacao de “seminested PCR” também foi realizada utilizando-se a
mesma solucdo de reagentes “pronta para uso” que foi citada na PCR de E.
canis, E. spp. e A. platys. Entretanto, na primeira reacao (PCR), foram usados
os oligonucleotideos iniciadores especificos do gene 18S rRNA de Babesia
canis vogeli (B. canis vogeli) (Tabela 4). Quando esta solugéo foi usada para
preparar as reacoes de PCR, as condicdes da reacdo também seguiram um
volume final de 25 pl contendo 12.5 ul de 2X GoTag® Green Master Mix buffer
[pH 8.5, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP 3.0 mM
MgCl,], 400 nM de cada oligonucleotideo iniciador (1ul de oligonucleotideos
iniciadores) e 5.0 ul do DNA da amostra.

A amplificacao foi realizada em termociclador automatico (Eppendorf®
Mastercycler Gradient) realizando-se uma incubacédo inicial a 95°C por 5
minutos, seguida de 50 ciclos a 95°C por um minuto, 58° C por 45 segundos e

72°C por um minuto. Ao final foi realizada uma incubacédo a 72°C por cinco
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minutos. Para a segunda fase da reacao (“seminested”) foram realizados 30
ciclos com as mesmas temperaturas e tempos descritos acima. Os trés

oligonucleotideos iniciadores utilizados estao inseridos na Tabela 4.

Tabela 4. Seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados para diagnéstico de Babesia
canis vogeli, que amplificam um amplimero de ~ 200 pb.

Fase dareacao | Nome Seqiiéncia do oligonucleotideo (5’ — 3’)
PCR 455-479 sense GTCTTGTAATTGGAATGATGGTGAC
PCR 793-772 antisense ATGCCCCCAACCGTTCCTATTA
“seminested” | BCV sense GTTCGAGTTTGCCATTCGTT

l1l.4. MONITORACAO DAS REACOES

Objetivando-se prevenir eventuais problemas de contaminacado, as
técnicas de Reacdo em cadeia da polimerase (“nested” e “seminested”) foram
processadas em cinco ambientes diferentes e para cada etapa de preparacao
das reacbes utilizaram-se conjuntos diferentes de pipetas de precisao e

ponteiras de uso unico.

[11.4.1. CONTROLES

Para a comprovacdo da eficiéncia da PCR e detecgdo de eventuais
contaminagdes, utilizaram-se os controles positivo e negativo. Dentro de cada
corrida da PCR, DNA gendmico de trés casos confirmados de E. canis, E. spp.
e A. platys e um de B. canis vogeli foram usados como controles positivos, 0s
quais foram previamente sequUenciados e comparados com sequéncias
depositadas no “Genbank”, apresentando-se compativeis para cada um dos
agentes testados.

Ilgualmente, para cada ciclo da PCR, agua ultrapura autoclavada foi

usada como molde e simulada como controle negativo.

lI.5. METODO DE DETECGAO DOS PRODUTOS DAS REAGOES

Os produtos obtidos na amplificagdo pelas técnicas utilizadas foram
analisados em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio na
concentracado de 0,5 ug/mL. Em seguida foram examinados comparativamente
com marcadores de DNA de 50 e 100 bp (GE healthcare, Piscataway, Nova

Jersey., EUA) com auxilio de transiluminador ultravioleta. Foram considerados
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positivos 0s que apresentaram banda de tamanho especifico e compativel com o
produto amplificado por cada reagdo. Por ultimo foi realizada fotodocumentagéo
em analisador de imagem (Alphaimager-Alphaeasy FC Software-Alphalnotech

Corporation®) do material de interesse.

11.6. REALIZACAO DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE
CAPA LEUCOCITARIA E ORGAOS

Posteriormente a fixagdo, com o objetivo de retirar residuos de
glutaraldeido, a capa leucocitaria foi homogeneizada na solugdo fixadora,
distribuida em microtubos de dois mL e centrifugada em 50 g por 10 minutos.
Ap6s o descarte do sobrenadante, acrescentou-se tampao fosfato 0,1M, pH 7,2
até completar dois mL. Realizou-se nova centrifugacao em 50 g por 5 minutos
e descarte do sobrenadante. Este procedimento foi repetido trés vezes. Em
seguida foi adicionado agar neutro 4% aquecido em aproximadamente 50°C.
Antes que a solugdo de agar se solidificasse, o microtubo foi agitado
vigorosamente. Com o resfriamento do material, formou-se um pequeno bloco
de agar misturado com papa de leucdcitos que foi retirado do frasco e cortado
em fragmentos de aproximadamente 1 mm®. A partir desta etapa o material foi
processado como se fosse fragmento de 6rgéo.

A pés-fixagao foi feita com tetréxido de ésmio 1% durante 30 minutos e
tetroxido de ésmio 1% e ferrocianeto de potassio 1,25% por mais 30 minutos.
Posteriormente realizou-se desidratagdo em etanol e 6xido de propileno e
inclusdo em resina Epon (Fluka, Suica).

Finalmente, utilizando-se ultramicrotomo e navalha de diamante foram
obtidos cortes ultrafinos, colhidos em grades de cobre de 250 “mesh”,
contracorados com acetado de uranila (Merck, Darmstadt, Alemanha) como
descrito por Watson (1958) e citrato de chumbo (Merck, Darmstadt, Alemanha),
Reynolds (1963). A avaliacdo do material foi realizada em microscépio

eletrénico de transmissdo EM-109, (Zeiss, Alemanha).
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11.7. REALIZAGAO DA MICROSCOPIA OPTICA

Depois da fixagao dos fragmentos em solugao de formalina a 10%, estes
foram desidratados em concentragcdes crescentes de alcool (50, 75, 85 e
100%). Em seguida os tecidos foram embebidos e incluidos em parafina e
seccionados em micrétomo (Leica Instruments Gmbh, Nussloch, Alemanha).
Cortes de 6 um de espessura foram posteriormente corados em hematoxilina e
eosina e analisados por microscopia de luz em fotomicroscopio 6ptico (Zeiss
Axiolab, Alemanha), onde se efetuou microfotografias dos érgaos analisados,
em objetivas de 10X, 40X e 100X.

IV. RESULTADOS

IV.1. EXTENSOES DE SANGUE PERIFERICO, SANGUE VENOSO E DE
LEUCOCONCENTRAGAO: ANALISE E DESCRICAO DAS INCLUSOES
INTRALEUCOCITARIAS, INTRAPLAQUETARIAS E INTRAERITROCITARIAS

No presente trabalho, as inclusdes intraleucocitdrias que foram
sugestivas de infecgdo natural por Ehrlichia spp., apresentaram forma
tendendo a circular ou circular (Figuras 2-9 e 10), um numero variado de
inclusdes por célula parasitada (Figura 2-6), uma ampla variacao no niumero de
células parasitadas por extensdo sanguinea (Figuras 2-6), distintas
intensidades de coloragao (Figuras 3-6) e multiplos tamanhos (Figuras 2-7).

As alteracées morfolégicas observadas em extensdes sanguineas de
animais com diagnoéstico laboratorial de infeccdo por E. spp. foram
principalmente vacuolizagbes em mondécitos e em linfécitos, macroplaquetas,
eritrofagocitose, leucofagocitose (Figura 4).

As inclusdes intracitoplasmaticas que foram sugestivas de infeccao
natural por Anaplasma platys apresentaram forma circular e um variado
numero de inclusdes por célula parasitada (Figura 10).

As inclusées intraeritrociticas indicativas de infeccao natural por Babesia
spp. foram visualizadas em diversas formas; arredondadas, piriformes e em

namero 2 a 4 merozoéitos dentro da mesma hemacia, quando coradas pelo
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método de Giemsa. Os merozoitos apresentaram-se em tamanhos variados,
desde estruturas um pouco menores, até estruturas maiores, que ocupavam
quase todo o citoplasma da hemacia (Figuras 11-12).

Na avaliagdo realizada pelo primeiro examinador, quarenta e trés
extensbes (76,8%) possuiam morulas em leucécitos ou também mérulas em
plaquetas e/ou granulagdes atipicas. Destas; 36 (64,3%) apresentaram morulas
exclusivamente em leucécitos, trés (5,4%) também apresentaram granulagdes
atipicas em neutroéfilos, duas (3,6%) continham também morulas em plaquetas
e duas (3,6%) além de possuir mérulas em leucécitos também apresentaram
moérulas em plaquetas e granulacdes atipicas. Das 13 (23,2%) extensdes
restantes, 12 (21,4%) possuiam somente granulacdes atipicas em neutroéfilos e

uma (1,8%) apenas mérula em plaquetas.

Tabela 5. Numero de animais e de resultados positivos para E. canis e A. platys de
acordo com os achados em extensdes de sangue periférico de acordo com o

primeiro examinador.

Achados citolégicos Numero de animais
Mérula em leucécitos 36
Mérula em leucécitos e granulagoes atipicas 3
Mérula em leucécitos e em plaquetas >
Mérula em leucécitos, moérula em plaquetas e
granulacoes atipicas 2
Granulacoes atipicas 12

Mdrula em plaquetas 1
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Figura 2: Fotomicrografia de extensdo de sangue periférico de cdo com diagnéstico citoldégico
de erliquiose. Seta: Incluséo intracitoplasmatica caracteristica de mérula de Ehrlichia
spp. em mondcito. Coloragdo: May-Griinwald-Giemsa. Barra = 35 um.

Figura 3: Fotomicrografia de extensdo de sangue periférico de cdo com diagnéstico citoldgico
de erliquiose. Setas: Inclusdes intracitoplasmaticas caracteristicas de corpos
elementares (cabega de seta), corpo inicial (seta fina) e moérula (seta grossa) de
Ehrlichia spp. em um mesmo mondcito. Coloragdo: May-Grinwald-Giemsa. Barra =
35 pm.



Figura 4: Fotomicrografia de extensdo de sangue periférico de cao com diagnostico
citolégico de erliquiose. Seta: Inclusdes intracitoplasméticas caracteristicas de
corpos elementares (seta fina) e corpos iniciais (seta grossa) de Ehrlichia spp.
em mondcito. Notar a presenga de vacuolizagbes (cabega de seta). Coloragao:
May-Griinwald-Giemsa. Barra = 30 um.
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Figura 5: Fotomicrografia de extensdo de sangue periférico de cdo com diagnostico
citolégico de erliquiose. Seta: Inclusdes intracitoplasmaticas caracteristicas de
corpos elementares (seta fina), corpos iniciais (seta grossa) e moérula (cabega de
seta) de Ehrlichia spp. em mondécito. Coloragdo: May-Griunwald-Giemsa. Barra =
30 um.
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Figura 6: Fotomicrografia de extensdo de sangue periférico de cdo com diagnéstico citoldégico
de erliquiose. Seta: Inclusbes intracitoplasmaticas caracteristicas de corpos

elementares (seta fina), corpos iniciais (seta grossa) e moérulas (cabega de seta) de
Ehrlichia spp. em mondcito. Notar a presenga de 2 mérulas em um mesmo monécito.

Coloragao: May-Griinwald-Giemsa. Barra = 30 um.

—

Figura 7: Fotomicrografia de extensdo de sangue periférico de cao com diagndstico citolégico
de erliquiose. Seta: 4 corpos iniciais (setas) de Ehrlichia spp. Coloragdo: May-

Grinwald-Giemsa. Barra = 35 um.
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Figura 8: Fotomicrografia de extensdo de sangue periférico de cao com diagnéstico citolégico

de erliquiose. Seta: Inclusdes intracitoplasmaticas caracteristicas de corpo inicial
(seta) de Ehrlichia. spp. em neutréfilo bastonete. Coloragdo: May-Griinwald-Giemsa.

Barra = 35 um.

Figura 9: Fotomicrografia de extensdo de sangue periférico de cdo com diagnéstico citolégico
de erliquiose. Seta: Inclusdo intracitoplasmatica caracteristica de granulagéo atipica
(seta) de Ebhrlichia. spp. em neutréfilo segmentado. Coloragdo: May-Grinwald-
Giemsa. Barra = 35 pm.
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Figura 10: Fotomicrografia de extensao de sangue periférico de cao com diagndstico citoldgico
de erliquiose. Seta: Inclusao intracitoplasmatica caracteristica de moérula (seta) de
Anaplasma platys em plaqueta. Coloragdo: May-Grinwald-Giemsa. Barra = 35 pm.

e

Figura 11: Fotomicrografia de extensao de sangue periférico de cao com diagndstico citoldégico
de erliquiose. Seta: Inclusbes intraeritrocitarias caracteristicas de merozoitos de
Babesia spp. Notar a presenga de 2 grandes merozoitos (seta). Coloragao: May-
Griunwald-Giemsa. Barra = 30 um.
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Figura 12: Fotomicrografia de extensao de sangue periférico de cdo com diagndstico citoldgico
de erliquiose. Seta: Inclusdes intraeritrocitarias caracteristicas de merozoitos de
Babesia spp. Notar a presenga de 4 grandes merozoitos no eritrécito (seta).
Coloragao: May-Griinwald-Giemsa. Barra = 30 um.

Posteriormente, foram novamente avaliadas as extensées de sangue
periférico de 43 animais, por outro examinador. Foram encontradas moérulas em
leucécitos de 31 (73,8%) das extensbes. Destas, em trés (7,1%) foram
observadas morulas somente em neutrofilos, em duas (4,8%) somente em
linfécitos, em 17 (40,5%) somente em mondcitos, em seis (14,3%) em
mondcitos e linfocitos e em trés (7,1%) mondcitos e neutréfilos. Vinte e sete
extensbes apresentaram granulagdes atipicas em neutréfilos, sendo que em 17
também existiam moérulas em leucécitos e 11 possuiam somente granulagdes
atipicas (Tabela 6).

Nas extensdes de sangue venoso realizadas em 42 animais, foram
encontradas mérulas em leucécitos de 16 (38,1%) delas. Destas, em apenas
uma (2,4%) foram observadas morulas somente em neutréfilos, em apenas
uma (2,4%) foram observadas moérulas somente em linfécitos, em 13 (30,9%)
somente em mondcitos e em uma (2,4%) em monaocitos e linfocitos. Vinte e
quatro (57,1%) esfregacos apresentaram granulacdes atipicas em neutréfilos
(Tabela 6).
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Nas extensbes de leucoconcentracdo realizadas nos mesmos 42
animais foram encontradas moérulas em leucécitos de 17 (40,5%) delas.
Destes, em dois (4,8%) foram observadas moérulas somente em linfécitos, 9
(21,4%) somente em mondcitos, quatro (9,5%) em mondcitos e linfocitos, um
(2,4%) em monocitos e neutrofilos e um (2,4%) em mondcito, linfécitos e
neutréfilos. Trinta (71,4%) esfregacos apresentaram granulagdes atipicas em
neutrdéfilos (Tabela 6).

Das 43 amostras de sangue periférico avaliadas por dois examinadores,
em nove (21%) ndo foram observadas mérulas em leucocitos pelo primeiro
examinador, mas em quatro delas (9%) foram observadas morulas pelo
segundo examinador. Nas 34 (79%) amostras restantes, enquanto o primeiro
examinador encontrou moérulas em todas elas, o segundo examinador
encontrou em 28 (65%). Portanto, houve discordancia em 10 (23%) das

amostras.

Tabela 6: Porcentagem de extensbes sanguineas avaliadas que apresentaram
morulas somente em monocitos, exclusivamente em linfécitos, apenas em
neutréfilos e que apresentaram em uma mesma extensdao mérulas em
mondcitos e linfocitos, em monocitos e neutrofilos € em mondcitos,
linfécitos e neutréfilos e auséncia de mérulas, avaliadas por um segundo
examinador.

Monécito Linfécito Neutréfilo Monodcito- Mondcito- Mondcito- Auséncia
Linfocito Neutrdfilo Linfocito- de
Neutréfilo morula

Sangue
periférico 40,5 4,8 7.1 14,3 7.1 0 26,2
Sangue
venoso 30,9 2,4 2,4 2,4 0 0 61,9
Leuco- 21,4 48 0 9,5 2,4 2,4 59,5
concentracao

IV.2. DETECCAO DE DNA DE Ehrlichia canis, Ehrlichia spp., Anaplasma platys

E Babesia canis vogeli

Considerando a avaliagdo realizada pelo técnico do Laboratério de
Patologia Clinica do Hovet-UFU, das 56 amostras sanguineas avaliadas pela
técnica de “Nested-PCR”, foram amplificados DNAs de agentes da familia

Anaplasmataceae em 41 animais (73%) (Tabela 7 e Figura 13). Entretanto,
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quando avaliou-se apenas amostras com presenca de mérulas em leucdcitos e
plaquetas, e deteccdo somente de DNA de E. canis e/ou E. spp., este nimero
foi de 36 amostras positivas (82%) de 44 examinadas. Analisando-se somente
as amostras com a presencga de granulagoes atipicas (17/56) e a amplificagao
de DNA para E. canis e/ou E. spp., a porcentagem foi de 53% (9/17) de
positividade (Tabela 7).

Quando se considerou apenas as 12 amostras com granulagdes atipicas
e ausentes de morulas, apenas 5 (41,5%) foram positivas pela nPCR, sendo
que duas (40%) amplificaram DNA somente de E. spp. e trés (60%)
amplificaram para E. canis e E. spp.

Dos 56 animais incluidos no experimento, 5 (9%) apresentaram morulas
em plaquetas, sugestivas de infeccao por A. platys, nas extensdes realizadas
pelo primeiro examinador. Destas amostras, somente uma (1) amplificou DNA
deste agente (20%) pela nPCR.

Uma amostra apresentou mérula em leucécitos e plaquetas (20%) das 6
amostras que amplificaram o DNA de A. platys, sendo que todas as 6 (100%)
que formaram bandas tipicas para essa bactéria também apresentaram
mérulas em leucécitos. Nenhuma amostra que formou amplimeros de A. platys
apresentava granulagdes atipicas isoladas ou em associagdo com moérulas em
leucdcitos.

Das 6 amostras que amplificaram DNA para A. platys 5 (83%) dessas
amostras apresentaram bandas especificas para E. canis, E. spp. e A. platys
ao mesmo tempo e uma amostra formou amplimeros tanto de E. spp. como de
A platys. Uma amostra que amplificou o DNA tanto de E. canis, E. spp. e A.
platys apresentou também gamontes de Hepatozoon spp. em neutrofilos.

Seis amostras (11%) foram positivas para E. spp e nao foram positivas
para E. canis e/ou A. platys.

Das amostras analisadas pela reagdo semi-nested PCR, 5 (83%)
produziram amplimeros de B. canis vogeli (Figura 14) dentre as 6 que
apresentaram merozoitos em microscopia de luz (11%). Uma amostra
apresentou-se negativa por esse mesmo teste molecular e positiva em

microscopia de luz.
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Dentre 5 amostras que amplificaram o DNA de B. canis vogeli, 4 (80%)
apresentaram concomitantemente mérulas em leucdcitos e uma amostra (20%)
apresentou apenas granulacdes atipicas.

Das 5 amostras que amplificaram DNA de B. canis vogeli, uma (20%)
apresentou também bandas especificas para E. canis e E. spp., duas (40%)
formaram bandas especificas unicamente para Babesia canis vogeli, uma
(20%) amplificou DNA de E. spp. e B. canis vogeli ao mesmo tempo e uma
(20%) apresentou amplimeros para E. canis, E. spp., A. platys e B. canis
vogeli simultaneamente.

Tabela 7. Niumero de animais e de resultados positivos de PCR para E. canis e A.
platys de acordo com os achados em extensdes de sangue periférico.

Achados Numero de  Porcentagem PCR PCR PCR
citolégicos animais de animais Ehrlichia. spp. E. canis A. platys
(%) positivo positivo  positivo

Moérula em
leucocitos 36 64,3 29 26 5
Mérula em
leucécitos e
granulacoes 3 5,4 2 2 0
atipicas
Mérula em
leucdcitos e em > 36 > 0 1
plaquetas
Moérula em

leucocitos, morula
em plaquetas e

- 2 3,6 2 2 0
granulacées
atipicas
Granulacoes
atipicas 12 214 5 4 0
Mérula em 1 18 0 0 0

plaquetas




Figura 13:

Figura 14:
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Fotografia de eletroforese em gel de Agarose a 1,5%, corado com Brometo de
Etidio na concentragdo de 0,5 ug/mL. Os amplimeros mostrados da foto sao
relativos a “Nested-PCR” para Ehrlichia spp., Ehrlichia canis, Anaplasma platys, e
tém tamanho aproximado de 390 bp. Canaleta M: marcador de tamanho molecular
em escala de 100 pb (Amersham Biosciences®); canaletas 1, 2, 3, 4 e 5: amostras
testadas e positivas; canaleta 6: controle positivo (amostra previamente
seqlienciada e comparada no “Genbank”); e canaleta 7: controle negativo da
reagao.

121110 98 76 54 321 M

<“—200bp

Fotografia de eletroforese em gel de Agarose a 1,5%, corado com Brometo de
Etidio na concentragdo de 0,5 ug/mL. Os amplimeros mostrados da foto sao
relativos a “Seminested-PCR” para Babesia canis vogeli e tém tamanho
aproximado de 200 pb. Canaleta M: marcador de tamanho molecular em escala de
50 bp (Amersham Biosciences®); canaleta 11: controle positivo (amostras
previamente seqlienciadas e analisadas filogeneticamente); canaletas 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 e 10: amostras testadas (3, 5 e 10 foram positivas); e canaleta 12:
controle negativo da reacéo.
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IV.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE CAPA
LEUCOCITARIA: ULTRAESTRURA DE Ehrlichia spp. E Anaplasma platys

O exame por TEM mostrou fragdes celulares distintas (granulécitos,
agranulécitos, plaquetas e eritrécitos), contudo eritrocitos e plaguetas também
foram visualizados entremeados entre os leucdcitos (Figuras 15-18). Na grande
maioria das amostras ndo foi possivel observar leucécitos ou plaguetas
contendo morulas ou erliquias isoladas, mas em uma delas, observou-se a
presenca de corpos elementares, isoladamente ou em grupos, em baixa
parasitemia, em neutroéfilos (Figuras 19-24).

Curiosamente, apesar de serem encontradas morulas e/ou granulacées
atipicas nos 56 animais selecionados em extensdes de sangue periférico, em
TEM néao foi visualizada nenhuma moérula ou erliquia isolada em qualquer
leucocito mononuclear. Em um animal foi observado grande numero de
neutréfilos contendo mérulas, mesmo assim nao foram detectadas mérulas em
mononucleares. Tanto o0s corpos elementares como as moérulas, foram
encontrados no interior de vacuolos parasitéforos que eram formados por uma
unica membrana. O interior dos vacuolos mostrou-se eletronlucente contendo
erliquias que variaram de um a cinco organismos. Geralmente, préximo aos
vacuolos foram observados numerosos lisossomos e mitocéndrias (Figuras 21
e 22).

As erliquias foram vistas como estruturas levemente elipticas, esféricas
ou em forma de rim (Figuras 19-24), possuindo duas membranas. A membrana
interna apresentava-se lisa e a externa ondulada (Figura 22 e 24). No seu
interior foram observados material granular fino (material reticular) e
eventualmente alguns granulos mais eletrondensos e maiores. Nao foram

visualizadas erliquias intraplaquetarias.
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Figura 15: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cdo com diagnéstico
citolégico de erliquiose. Fragdes celulares distintas (granulécitos). Barra =
5 pum.
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Figura 16: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cdo com diagnoéstico
citolégico de erliquiose. Fragdes celulares distintas (agranulécitos). Barra =
S5um.
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Figura 17: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cao com diagndstico
citolégico de erliquiose. Fragdes celulares distintas (plaquetas). Barra =
5um.
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Figura 18: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cao com diagndstico
citolégico de erliquiose. Fragdes celulares distintas (eritrocitos). Barra =
5um.
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Figura 19: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cdo com diagnéstico
citolégico de erliquiose. Neutréfilo com inclusao intracitoplasmatica (corpo
elementar) (seta) de Ehrlichia spp. Notar a identificagdo do complexo de
golgi (cabecga de seta). Barra = 5um.
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Figura 20: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cao com diagndstico
citolégico de erliquiose. Neutréfilo com inclusdo intracitoplasmatica
(mérula), (seta) de Ehrlichia spp. com 4 corpos elementares.. Barra = 5
pm.
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Figura 21: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cao com diagnéstico
citolégico de erliquiose. Inclusdo intracitoplasmatica (mérula), de Ehrlichia
spp. formada por um vacuolo parasitéforo de contetido eletronlucente (e),
constituido por uma Unica membrana (seta). Quatro corpos elementares
(ce). Mitocdndrias (m) e lisossomos (l) préoximos ao vacuolo parasitoforo,
sendo que uma delas estd em intimo contato com a membrana do
vacuolo. Barra = 2 pm.
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Figura 22: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cao com diagnéstico
citolégico de erliquiose. Neutréfilo com moérula formada por um vacuolo
parasitéforo de contetdo eletronlucente (e), constituido por uma Unica
membrana, com mitocondrias (m) adjacentes, contendo um corpo
elementar (ce), levemente eliptico formado por duas membranas; externa
pregueada (seta pequena) e interna lisa (seta grande), material granular
fino e ribossomas (cabega de seta). Barra = 2 ym
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Figura 23: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cao com diagnéstico

citolégico de erliquiose. Méorula com erliquia (corpo elementar) (ce) de
Ehrlichia spp. em forma de rim. Notar a identificagdo do complexo de
golgi (setas). Barra = 2 um.
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Figura 24: Eletromicrografia de capa leucocitaria de sangue de cdo com diagnéstico
citolégico de erliquiose. Morula de Ehrlichia spp. contendo erliquias
levemente elipticas (e) formadas por duas membranas, externa pregueada
(seta preta) e interna lisa (seta branca), material granular fino e
ribossomas (cabega de seta). Barra = 2 um.

IV.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DOS ORGAOS

A despeito da terapia instituida, alguns animais vieram a Obito por
erliquiose. Apesar disso, de maneira geral o tecido dos 6rgaos preparados para
observacdo em TEM apresentaram sinais iniciais de autdlise instalada,
dificultando sua avaliagdo detalhada. No entanto, foi frequente foi freqlente a
observacao de macréfagos com grandes vacuolos repletos de erliquias. A
ultraestrutura das erliquias em macréfagos e mondocitos alveolares foi idéntica a
da capa leucocitaria, diferindo apenas no numero de erliquias por moérula. No
tecido pulmonar foi possivel a identificagdo de aproximadamente 23

organismos em uma unica morula (Figuras 25-27).
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Figura 25: Eletromicrografia de tecido pulmonar de cao com diagnéstico citolégico e
moleuclar de erliquiose canina. Macréfago alveolar apresentando moérula de
Ehrlichia spp. contendo vérias erliquias (e). Barra = 2 um.



nostico citoldgico e
molecular de erliquiose canina. Mondcito apresentando dois vacuolos com
Ehrlichia spp. (v1 e v2) e corpos elementares (e). Barra = 2 um.

Figura 27: Eletromicrografia de tecido pulmonar de céo com
diagndstico citolégico e molecular de erliquiose canina.
Monécito apresentando um corpo elementar de Ehrlichia
spp. (e). Barra =2 um.
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IV.5. HISTOPATOLOGIA DOS ORGAOS

Apesar de freqlentemente serem observadas regides indicativas de
autélise nos 6rgaos parenquimatosos, foi possivel a avaliacao histopatolégica.

IV.5.1. FIGADO

A anadlise histologica do figado mostrou areas focais de necrose
coagulativa localizadas principalmente na regido central de l6bulos, associada
a infiltrado neutrofilico e plasmocitario. Nos espacos porta havia infiltrado
plasmocitario “moderado”, frequentemente associado a macréfagos contendo
hemossiderina (Figuras 30 e 31).

.
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Figura 28: Fotomicrografia de corte histolégico de figado de cao com diagndstico citoldgico e
molecular de erliquiose. Espago porta com infiltrado plasmocitario. Coloragao:
Hematoxilina e Eosina. Barra = 70 um.
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Figura 29: Fotomicrografia de corte histolégico de figado de cdo com diagnéstico citolégico e
molecular de erliquiose. Espago porta (EP) com infiltrado monocuclear (i) e areas
focais de necrose (n). Coloragao: Hematoxilina e Eosina. Barra = 280 pm.
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IV.5.2. RIM
A andlise histologica do rim mostrou infiltrado plasmocitério cortical de
intensidade moderada, especialmente periglomerular, e difuso no intersticio

medular, muitas vezes acentuado (Figuras 30 e 31).
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Figura 30: Fotomicrografia de corte histolégico de rim de cdo com diagndstico citolégico e
molecular de erliquiose. Observar infiltrado plasmocitério (i) na cértex. Coloragéo:
Hematoxilina e Eosina. Barra = 11Ql1m.
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Figura 31: Fotomicrografia de corte histoloégico de rim de cdo com diagnédstico citolégico e

molecular de erliquiose. Observar infiltrado plasmocitario difuso na medula.
Coloragao: Hematoxilina e Eosina. Aumento: Barra = 110 pm.
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IV.5.3. PULMAO

Este 6rgéo apresentou espessamento das paredes septais com infiltrado
de linfocitos e plasmécitos. Presenga no interior dos alvéolos de macréfagos,
apresentando aparentemente grandes vacuolos (regides citoplasmaticas
claras). Presenga de conteudo acidéfilo amorfo dentro dos alvéolos (edema)
onde também identificou-se varios macrofagos com grandes vacuolos.
Também foram observados macréfagos no parénquima pulmonar (Figuras 32 e
33).

Figura 32: Fotomicrografia de corte histolégico de pulméo de cao com diagnéstico citolégico e
molecular de erliquiose. Observar infiltrado de linfécitos e plasmécitos (i).

Coloragao: Hematoxilina e Eosina. Aumento: Barra = 70 um.
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Figura 33: Fotomicrografia de corte histolégico de pulmao de cdo com diagnéstico citolégico e
molecular de erliquiose. Observar espessamento das paredes septais (seta
vermelha). Presenga de conteldo acidofilo amorfo (ca) no lume dos alvéolos
caracterizando edema e na mesma regido observou-se a presenga de varios
macrofagos (setas verdes) com grandes vacuolos. Notar a presenga de inclusdes
intracitoplamaticas em macrofagos alveolares (seta preta). Coloragao: Hematoxilina
e Eosina. Barra = 70 pm.

IV.5.4. MEDULA OSSEA

Os dois animais apresentaram as mesmas alteragées histopatoldgicas
na medula Ossea, porém com diferentes intensidades, as quais foram
predominancia de macréfagos, diminuicdo da linhagem eritrocitica e
megacariocitica (predominio da linhagem de leucdcitos) e linfocitos e
precursores de varios tamanhos e formas (Figuras 34 e 35).
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Figura 34: Fotomicrografia de corte histolégico de medula éssea de cdo com diagnéstico
citolégico e molecular de erliquiose. Diminuicdo da linhagem megacariocitica
(predominio da linhagem de leucécitos). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Barra =
280 pm.

Figura 35: Fotomicrografia de corte histolégico de medula 6ssea de cao com diagndstico
citolégico e molecular de erliquiose. Predominancia de macréfagos, diminuicdo da
linhagem eritrocitica e megacariocitica (predominio da linhagem de leucécitos) e
predominéncia da linhagem blastica. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Barra = 70
pm.
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IV.5.5. LINFONODO

Na avaliagdo histopatolégica dos linfonodos observou-se foliculos
linféides corticais com rarefagdo da celularidade do centro germinativo,

linfocitopoese reduzida com diminuicdo de linfécitos e seus precursores e

aumento da quantidade de plasmacitos e polimorfonucleares (Figuras 36 e 37).

* i L

Figura 36: Fotomicrografia de corte histolégico de linfonodo de cdo com diagnéstico citolégico
e molecular de erliquiose. Notar foliculos corticais (n) com rarefagdo de células do
centro germinativo, linfocitopoese reduzida com diminuigdo de linfécitos e seus
precursores. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento: Barra = 430 um.
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Figura 37: Fotomicrografia de corte histologico de linfonodo de cdo com diagnéstico citologico
e molecular de erliquiose canina. Notar linfocitopoese reduzida com diminuigao de
linfocitos e seus precursores e aumento da quantidade de plasmbcitos e

polimorfonucleares. Colora¢éo: Hematoxilina e Eosina. Aumento: Barra = 70 um.
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IV.5.6. BACO

Histologicamente observou-se aparente hiperplasia do foliculo e corddes
esplénicos, porém apresentando nesta regido grande quantidade de
plasmacitos e relativamente poucos linfocitos e macréfagos (Figura 38).
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Figura 38: Fotomicrografia de corte histolégico de bago de cdo com diagndstico citologico e
molecular de erliquiose canina. Foliculo e corddes esplénicos apresentando grande
quantidade de plasmoécitos e relativamente poucos linfécitos. Coloragao:
Hematoxilina e Eosina. Aumento: Barra = 70 um.
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IV.5.7. CORACAO

Os cortes histoldgicos de coragdo mostraram infiltrados linfocitarios e de
polimorfonucleares disseminados no endocardio, miocardio (Figura 39) e

epicardio.

: &% - -
Figura 39: Fotomicrografia de corte histol6gico de coragio de cao com diagndstico citologico e
molecular de erliquiose canina. Observar infiltrado linfocitario e de
polimorfonucleares em miocéardio. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Barra = 70

pm.

V. DISCUSSAO

Considerando que em 23% das amostras de sangue periférico avaliadas
por dois examinadores ocorreu discrepancia de resultados, fica claro que este
método diagnostico é subjetivo e depende da experiéncia do examinador.
Segundo Morais et al. (2004) a pesquisa de parasitas em esfregagos
sanguineos corados possui baixa sensibilidade, sendo negativa na maioria dos
casos de erliquiose. Mylonakis et al. (2003) descreveram grandes diferencas de
sensibilidade na citologia de sangue periférico entre varios investigadores, com

valores variando de porcentagens tdo baixas quanto 0% até tao altas como
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84%, associado a uma baixa sensibilidade (8%) demonstrada em estudos por
eles realizados, tém os desencorajado a usar esta técnica no diagnostico de
EMC aguda. Segundo Macieira (2003), Mutani e Kaminjolo (2001) e Igbal et al.
(1994a), a deteccao dos parasitos costuma ocorrer somente na fase aguda da
infecgdo, com poucas células infectadas, € laborioso e requer muito tempo e
paciéncia do profissional que estiver analisando o esfregago sanguineo, tendo
assim uma baixa sensibilidade e grande ocorréncia de falsos negativos. Para
Neitz e Thomaz (1938) e Almonsny (2002) é importante distinguir E. canis de
outros protozoarios e estruturas em esfregagos sanguineos como babesias
fagocitadas, aglomerados de plaquetas sanguineas, depdésitos de corantes e
artefatos superpostos nos leucocitos, o que poderia ocasionar falsos positivos.
Da mesma forma, Mylonakis et al. (2003) comparando métodos diagndsticos
de citologia para o diagnéstico de erliquiose canina descreveram que para
esquivar-se de diagnésticos falso positivos, plaquetas, granulos azurofilicos
linfociticos, corpos linfoglandulares e material nuclear fagocitado deveriam ser
diferenciados da moérula. Mesmo assim, a detecgcdo dos parasitos em
esfregagcos sanguineos é um método que nao requer equipamentos
sofisticados, necessitando-se apenas de um microscépio éptico para a leitura
dos esfregacos. E ainda, Elias, (1991) concluiu que este método é apropriado
para clinicas veterindrias, as quais nao tém laboratérios sofisticados a sua
disposicao.

Comparando os resultados obtidos com as extensdées de sangue
periférico, sangue venoso e leucoconcentracdo, observa-se no presente
trabalho que o primeiro método apresentou maior sensibilidade, detectando
maior numero de animais positivos. Huxsoll (1976), Andereg e Passos (1999) e
Elias (1991) relataram que no diagnéstico de EMC por esfregacos sanguineos
recomenda-se 0 uso de sangue de capilares da orelha externa do cao (sangue
periférico). Este procedimento foi também indicado por Neitz e Thomaz (1938)
onde descreveram que para a confeccdo dos esfregagos sanguineos é
importante que eles sejam realizados com a primeira gota de sangue que
exsuda de um ponto de pungado ou corte na orelha externa (sangue periférico),
pois nesta muitos leucécitos estdo presentes em comparacdo com as
posteriores. Segundo Macieira (2003) esse procedimento foi confirmado por

Almosny (1998), que em avaliagdo experimental observou maior numero de
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leucocitos mononucleares em relacdo as gotas seguintes e o numero de
mérulas foi maior nos esfregacos sanguineos efetuados com a primeira gota.
Este procedimento (ou conduta semelhante) é adotado na preparagdo das
extensbes sanguineas no Hovet-UFU, onde ¢é aspirada uma pequena
quantidade de sangue em uma parte do tubo de micro-hematdécrito que entéo €
transferida para uma lamina de vidro e feita a extensdo sanguinea.

Interessantemente, em um trabalho desenvolvido por Simpson (1974),
estudando a ligacdo de células mononucleares infectadas com E. canis em
vasos sanguineos de pulmao por meio de TEM, observou-se que os leucécitos
contendo moérulas estavam aderidos a um ou mais pontos na superficie das
células endoteliais de capilares ou arteriolas por meio de interdigitacbes ou
pequenas areas de adesdo. NO&s suspeitamos que além da maior quantidade
de leucécitos em capilares sanguineos, os da margem da orelha possam ser
locais onde ocorram mecanismos semelhantes de aderéncia e
consequientemente permanéncia de leucdcitos infectados aos descritos por
Simpson e desta maneira, facilitar ainda mais a deteccdo das células
infectadas nesses 6rgaos.

Entretanto, Huxsoll (1976) mencionou que esfregagcos de capa
leucocitaria sdo muito Uteis no diagnostico de EMC uma vez que aumentam a
concentragcdo de células sanguineas brancas e elevam ainda mais a chance
para serem detectadas as células infectadas. Porém, Almosny (1998)
descreveu que a morula é dificilmente observada no esfregaco sanguineo
porque O parasita esta presente em pequeno nimero e a proporgao de células
infectadas pode ser inferior a 1%. Logo, a observacdo de moérulas em
leucdcitos circulantes € rara, exceto durante a fase aguda da doenca, que se
inicia entre 14 a 20 dias apds a infeccdo e termina em aproximadamente um
més depois, razdo pela qual seria indicado a primeira gota de capilares da
margem da orelha externa (sangue periférico). E oportuno observar que apesar
de ocorrer leucoconcentracdo na capa leucocitaria, o sangue utilizado é venoso
e nao periférico; fato que justificaria nossos resultados. Contudo, Mylonakis et
al. (2003) ao compararem a sensibilidade do diagnéstico entre as técnicas de
citologia (coloracao por Giemsa) de papa de leucocitos, sangue periférico,
linfonodos, medula éssea e cultivo celular de curta duracao para a detec¢ao de

mérulas de E. canis em cinglenta cdes com a doenga aguda, verificaram que a
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maior sensibilidade foi alcancada depois da avaliacao de 1000 campos em
imersdo nos esfregacos de capa leucocitaria (66%) e em aspirados de
linfonodos. Santarém (2003) também descreveu que a técnica de
leucoconcentracdo apresentou maior sensibilidade em relacdo as demais
empregadas para pesquisa de morulas de E. canis. Descreveu que as mérulas
foram detectadas em 73,33% (44/60), 26,67% (16/60) e 13,33% (8/60)
extensbes, quando utilizadas as técnicas de leuconcentracdo, esfregaco de
margem de orelha e venopunc¢ao jugular, respectivamente.

Moreira et al. (2003) realizaram um estudo retrospectivo (1998-2001)
sobre a casuistica clinica de erliquiose em caes de Belo Horizonte, Minas
Gerais e constataram que a maioria das infecgbes foi detectada em mondcitos,
igualmente ao que foi observado no presente trabalho. Entretanto é
interessante ressaltar que algumas extensbées de sangue periférico
apresentaram moérulas somente em neutréfilos, o que também ocorreu nas
observagcées em TEM, particularmente nos positivos para E. canis pela nPCR.
Este fato nos leva a supor que provavelmente exista na regiao de Uberlandia
uma cepa neutrofilica ou uma variante de E. canis, diferentemente da maioria
descrita até o0 momento pela literatura, que refere a predominancia monocitica
ou linfocitica, como relatado por Mylonakis et al. (2003), Elias (1991), Andereg
e Passos (1999), Keysary et al. (1996) e Bounous et al. (1992).

E importante salientar que Neitz e Thomaz (1938), Almosny (1998) e
Simpson (1974) descreveram a presenga de E. canis em neutréfilos e ainda,
como mencionado por Almosny (1998), Andereg e Passos (1999) as vezes a
mérula de E. canis pode ocorrer em mondcitos, neutréfilos, linfocitos ou
eosindfilos, dependendo da cepa infectante. Além disso, como descrito por
Macieira (2003) e Murphy et al. (1998), as seguintes espécies do género
Ehrlichia também ja foram descritas como causadoras de infec¢des naturais
em caes; E. ewingii, E. phagocytophila, E. equi e 0 agente da erliquiose
granulocitica humana (estas ultimas trés atualmente denominadas Anaplasma
phagocytophilum), para as quais nao foi realizada nPCR no presente trabalho.
Estas riquétsias parasitam granuldcitos e podem infectar os neutréfilos caninos.
A observacado de resultados positivos de nPCR no presente trabalho para
Ehrlichia. ssp. e negativo para E. canis e A. platys, endossa a suposi¢ao de
que possam existir outras espécies de erliquias infectando cdes em Uberlandia.
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Mas essas bactérias ainda ndo foram identificadas por técnicas moleculares
como agentes etiolégicos de doengca em cades no Brasil, como descrito
Machado (2004) e Labruna et al. (2007).

Recentes relatos tém caracterizado a expresséo de genes da familia bcl-
2 em neutrofilos humanos, mostrando que essas células expressam dois genes
anti-apoptéticos; bfl-1 e mcl-1 (GE et al. 2005). AKGUL et al. (2001)
descreveram que neutrdfilos tipicamente sofrem apoptose 6-12 horas depois de
serem liberados da medula éssea. RIKIHISA (2006) referiu que apoptose € um
importante mecanismo para destruir patdégenos intracelulares e que as células
hospedeiras induzem apoptose na presenca de varios patégenos, porém,
somente alguns deles sdo conhecidos por inibi-la. Mencionou também que A.
phagocytophilum inibe essa apoptose espontanea de neutréfilos humanos,
permitindo tempo suficiente para a bactéria (mais de 24 horas pés-infeccao) se
desenvolver em microcélonias intracelulares (moérulas) reduzindo o mRNA de
membros da familia bcl-2 anti-apoptoticas. GE et al. (2005) observaram que a
inibicdo da apoptose de neutréfilos desempenha um papel central na
Anaplasmose Granulocitica Humana, pois os niveis de mRNA de bfl-1 em
neutrofilos infectados em cultura, permaneceram altos, enquanto foram
reduzidos em neutréfilos ndo infectados. Os resultados descritos por estes
pesquisadores sugerem que A. phagocytophilum inibe a apoptose de neutréfilo
humanos via bfl-1. Estes autores relataram também que A. phagocytophilum
em ovelhas reduziu a apoptose de neutrofilos sanguineos periféricos. Foi
interessante o fato de que a provavel cepa encontrada tenha sido evidenciada
parasitando granulécitos (neutrofilos), visto que o tempo de desenvolvimento
de E. canis é maior que o tempo de permanéncia desta célula na corrente
sanguinea. No&s hipotetizamos que mecanismos semelhantes a A.
phagocytophilum podem ter sido desenvolvidos por esta provavel cepa
neutrofilica de E. canis, ou mesmo ser outra espécie de erliquia ainda nao
diagnosticada, como acima mencionado, em infecgao dupla com E. canis.

No presente trabalho 82% das amostras possuindo moérulas foram
positivas para a nPCR. Esta observacdo poderia indicar uma menor
sensibilidade deste método diagnostico, porém, devido a alta subjetividade da

avaliacdo de extensdes sanguineas, como ja discutido anteriormente, € mais
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provavel que o diagnéstico realizado pela observacdo de morulas tenha
apresentado falsos positivo e negativo.

Igbal et al. (1994) comparando a PCR com reisolamento e cultura
celular, IFI e WI para o diagnéstico de EMC em céaes experimentalmente
infectados, verificaram que IFI e WI detectaram anticorpos entre 0 2° e o0 8°
dias pds inoculacdo. Reisolamento e cultura mostraram ser o mais sensivel e
definitivo método para o diagndstico precoce da doencga, entretanto ndo é um
método muito conveniente, em funcao do tempo (14 a 34 dias) para mostrar-se
positivo. Estes autores concluiram que a sensibilidade da PCR € similar ou
levemente menor que de outros métodos estabelecidos, porém sua
conveniéncia, rapidez e natureza direta de deteccao de DNA de E. canis fazem
a PCR util para o diagnéstico clinico. Wen et al. (1997), descreveram que
nPCR é altamente sensivel e especifica para a deteccao de E. canis. Para
Shaw et al. (2001) testes soroldgicos sao limitados por reduzirem a habilidade
de identificar infeccdo aguda, dificuldade em diferenciar infecgcao atual de
anterior ou titulos vacinais além de reagdo cruzada entre espécies.
Semelhantemente ao trabalho aqui descrito, Mylonakis et al. (2005) realizaram
nPCR como um dos métodos diagnésticos para E. canis em 69 animais
suspeitos de EMC, em aspirados de medula 6ssea. Os autores também
aplicaram os testes IFl, ELISA, esfregacos de capa leucocitaria, linfonodos,
sangue e “imprint” de pulmao corados por Giemsa. Todos 0s animais foram
positivos para anticorpos anti-E. canis pela técnica de IFI, a amplificacdo do
DNA erliquial foi obtida em sessenta e trés do total de animais (91,3%),
enquanto que moérulas de E. canis foram observadas em 40 (69, 58%) animais.
ELISA apontou que quarenta e cinco (65,2%) animais apresentaram anticorpos
anti-E. canis. Segundo Mcbride et al. (1996) a PCR é o método de escolha para
o diagndstico de erliquiose canina, uma vez que o agente pode ser detectado
antes mesmo da formagdo de mérulas ou da soroconversao, o que poderia ter
sido um dos eventos ocorridos no trabalho de Mylonakis e colaboradores para
justificar a baixa sensibilidade apresentada pela deteccdo de morulas. Pelo
exposto anteriormente e devido a subjetividade das técnicas citologicas
(extensdes sanguineas) consideramos no presente estudo que a nPCR foi o

método diagndstico que apresentou menor subjetividade.
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Quando se considerou somente as amostras com granulagdes atipicas e
ausentes de moérulas, apenas 41,5% foram positivas utilizando-se nPCR,
demonstrando que a relagdo entre granulagdes atipicas e a erliquiose nao é
absoluta, ndo devendo necessariamente ser sua presenca utilizada como
indicativo da doenca. Isto € ainda mais justificavel, se considerarmos que
embora na extensdo sanguinea nao tivesse evidencia de morulas, a amostra
poderia conter o DNA erliquial. A identificagdo de moérulas de E. canis em
neutréfilos no presente trabalho comprovou a possibilidade de existirem
erliquias que se desenvolvem nesses granulécitos na regido de Uberlandia,
células essas que naturalmente apresentam granulagdes utilizadas na
destruicdo de microorganismos.

Os exames por PCR também demonstraram a existéncia de A. platys na
regiao de Uberlandia, geralmente em infec¢do dupla com E. canis, semelhante
ao descrito por Shaw et al. (2001) e Machado (2006), que afirmam poder
ocorrer coinfeccdo em caes com combinacdes de espécies de Ehrlichia e
outros hemoparasitos, provavelmente por possuirem o mesmo vetor.

Dos 56 animais incluidos no experimento, cinco extensdes (9%)
apresentaram moérulas em plaquetas, sugestivas de infeccdo por A. platys. e
destas 9%, somente uma amplificou DNA deste agente pela nPCR. No entanto
das 56 amostras totais, seis (11%) amplificaram o DNA de A. platys, sendo que
cinco destas (83%) ndo apresentaram inclusbes em plaquetas caracteristicas
de infeccao por esta bactéria. Almosny (1998) relatou a presenca de moérulas
de E. canis em plaquetas no 12° dia apds a inoculacdo e Dawson et al. (1997)
relataram que mais de uma espécie de erliquia pode infectar determinada
linhagem celular do hospedeiro e algumas espécies podem infectar diferentes
tipos celulares. Com base no exposto acima podemos concluir que a técnica de
deteccao de A. platys utilizada para o diagnéstico desta doenca no Hovet-UFU
(extensdes sanguineas) apresentou, quando comparada a nPCR, uma alta
porcentagem de falsos negativos. Uma outra possibilidade seria a possivel
infecgdo destas plaquetas (falsos positivos) por E. canis e/ou E. spp., ja que de
seis amostras falso positivo em citologia, cinco eram positivos em nPCR para
E. canis e/ou E. spp.

A presenca de B. canis vogeli em infec¢des duplas ou mesmo isoladas

também é uma importante constatagdo, assim como um caso de infecgao dupla
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entre E. canis e Hepatozoon spp. e outro de infeccao tripla de E. canis, A.
platys e B. canis vogeli, os quais ainda carecem de esclarecimentos quanto a
transmissao, epidemiologia, patogenia e tratamento dessas coinfeccoes.

Outro achado interessante foi que das amostras analisadas pela reagao
“semi-nested PCR”, 5 (83%) produziram amplimeros de B. canis vogeli dentre
as 6 que apresentaram merozoitos em microscopia de luz (11%) e uma
amostra apresentou-se negativa para esse teste molecular e positiva em
microscopia de luz. Como foi verificado pela fotomicrografia os merozoitos das
5 que amplificaram o DNA de B. canis vogeli mostraram-se como grandes
estruturas intraeritrocitarias, enquanto os supostos merozoitos que nao
amplificaram para este protozoario especificamente eram menores. Como ja
mencionado anteriormente, existem descricoes isoladas de B. gibsoni
baseadas em andlise morfolégica do parasita em esfregagos sanguineos
corados por Giemsa no estado do Rio Grande do Sul (VIDOTTO, TRAPP,
2004). E ainda, Brandao e Hagiwara (2002) relataram que a analise citolégica
do esfregaco sanguineo € imprescindivel, pois permite a diferenciagéo
morfolégica entre B. canis ssp., com cerca de 2 a 5 um, geralmente aos pares,
e B. gibsoni, medindo 1 a 3 um; essa diferenciagdo seria necessaria porque ha
reacao sorolégica cruzada entre as duas espécies. Baseado no que foi
relatado, nds sugerimos que talvez a reagcdo negativa da amostra que
apresentou 0 “pequeno piroplasma” em microscopia de luz possa na verdade
ser outra babesia para a qual nao tenha sido feita a PCR, mais possivelmente
B. gibsoni, ou mesmo ser um artefato sobreposto na hemacia.

Harvey et al. (1978) utilizando TEM confirmaram que inclusbes
plaquetarias encontradas dentro de vacuolos revestidos por membranas
(morulas) eram riquétsias e Mathew et al. (1997) descreveram que TEM pode
ser usada para o estudo das caracteristicas dessas bactérias e para determinar
se 0s microorganismos observados no esfregaco de sangue periférico séo
verdadeiramente E. platys. Observamos no presente trabalho que Microscopia
eletrbnica de transmissdao é uma importante ferramenta para estudos da
patogenia da infeccdo por estas bactérias e também da morfologia ultra-
estrutural.

As erliquias foram vistas como estruturas levemente elipticas, esféricas

ou em forma de rim, possuindo duas membranas, sendo que a membrana
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interna apresentava-se lisa e a externa ondulada, o que est4 de acordo com o
relatado por Keysary et al. (1996), Popov et al. (1998) e Arraga-Alvarado et al.
(2003) e no seu interior foi observado material granular fino e eventualmente
alguns granulos mais eletrondensos e maiores, como ja havia sido descrito por
Simpson (1972).

A presenca de erliquias em forma de rim ou de halteres pode ser
justificada por estas estarem possivelmente em processo de divisdo binaria
como ja descrito por Hildebrant et al. (1973), Keysary et al. (1996), Arraga-
Alvarado et al. (2003), Simpson (1974) e Rikihisa (1999).

Os granulos eletrondensos eventualmente observados no interior das
erliquias sugerem ser ribossomas e ja haviam sido descritos por Hildebrandt et
al. (1973), Rikihisa (1991) e Popov et al. (1998). A presenca de mitocdndrias
proximas aos vacuolos parasitéforos que foi identificada neste trabalho,
também foi relatada por Popov et al. (1998) e Arraga-Alvarado et al. (2003).

Zhang et al. (2007) observaram que E. chaffeensis tem um ciclo de
desenvolvimento, no qual as células densamente compactadas se aderem,
penetram nas células hospedeiras e se transformam em células reticuladas.
Estas ultimas se multiplicam por divisédo binaria por 48 horas e amadurecem
para forma densamente compactadas em 72 horas. Assim, a tipica ultra-
estrutura da forma denominada reticular, (POPOV et al., 1998; MCBRIDE et al.,
2007; POPOV et al.,, 1995; ZHANG et al.,, 2007) observada no presente
trabalho, provavelmente sao erliquias que se multiplicam, mas ndo séao
infecciosas. As formas denominadas erliquias densamente compactadas, nao
observadas neste trabalho, sao infecciosas, mas ndao se multiplicam. Isto abre
novas opgdes de estudos em relacdo ao desenvolvimento, mecanismos de
infeccdo, evasdo imune e sobrevivéncia de E. canis, bactérias que
supostamente apresentam um ciclo de desenvolvimento semelhante ao de E.
chaffeensis.

Castro (1997) e Andereg e Passos (1999) descreveram que morulas de
E. canis sdo mais eficientemente observadas em esfregacos de sangue
periférico (coletados de capilares no pavilhdo auricular) do que em esfregagos
sanguineos venosos e que elas sdao encontradas com maior freqiéncia na
borda franjada do esfregaco sanguineo na fase aguda da infeccdo. Neste
trabalho, a avaliagdo por TEM foi feita de capa leucocitaria proveniente de
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sangue venoso e observando-se as células individualmente, fato que,
associado ao baixo indice de infeccdo do parasito justificaria a enorme
dificuldade de visualizagcao das mérulas em TEM.

Apesar da grande dificuldade de identificacdo de erliquias em TEM de
capa leucocitaria, foi relativamente facil a demonstracdo da ultratraestrutura
erliquial em tecido pulmonar pos mortem, onde foi freqlente no pulméo a
observacado de macroéfagos com grandes vacuolos repletos de erliquias em 2
animais avaliados. Este fato esta de acordo com o descrito por Huxsoll (1976) e
Hildebrandt (1973) ao relatarem que as morulas podem ser encontradas
facilmente em “imprint” de tecido pulmonar. Semelhantemente, Neitz e
Thomaz (1938), Simpson (1974), descreveram que existe relativa dificuldade
em demonstrar os organismos em extensdées sanguineas, mas é relativamente
facil encontrar as células parasitadas em “imprint” de 6rgaos dos animais, como
identificado no presente trabalho. Neitz e Thomaz (1938) e Rikihisa (1991)
descreveram também que a demonstracdo dos parasitos em esfregacos de
orgaos, em pulméao particularmente, € comparativamente facil em animais
mortos. Ainda, Almosny (2002) descreveu que E. canis tem sido observada em
TEM em células endoteliais pulmonares de cées experimentalmente infectados.
Um fato que nos chamou a atengédo foi que o animal que apresentou as
erliquias no pulmao foi positivo na nPCR apenas para E. spp. e negativo para
E. canis e A. platys.

NO pulmdao em MO verificou-se a presenca de varios macrofagos
grandes e dilatados com estruturas intracitoplasmaticas que supostamente
poderiam corresponder as morulas observadas em TEM no citoplasma de
macréfagos alveolares.

Os achados histopatol6gicos demonstram que os animais que vieram a
Obito tiveram um comprometimento geral dos 6érgaos, com inflamacgao crénica
predominantemente plasmocitaria, diminuicdo da eritropoiese e linfocitopoise.
Rikihisa (1991), Igbal e Rikihisa (1994b), Almosny (2002) ja haviam descrito
como no presente trabalho que a principal alteracdo observada na
histopatologia dos caes acometidos por EMC, € um comprometimento geral
dos 6rgaos, com inflamagdes predominantemente plasmocitarias Segundo
Igbal e Rikihisa (1994b) ao estudarem o reisolamento de E. canis do sangue e
tecidos de caes depois do tratamento com doxiciclina, a histopatologia dos
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o6rgaos examinados revelou marcada plamocitose, o que lhes sugeriu que o
aumento dessas células em tecidos de cdes com infecgédo persistente por E.
canis, poderia levar no hospedeiro, a uma reacao de hipersensibilidade ou uma
destruigcao tecidual imunologicamente mediada.

No pulmédo observou-se espessamento das paredes septais com
infiltrado de linfécitos e plasmdcitos o que esta de acordo com Andereg e
Passos (1999) que descreveram que no exame histopatolégico o achado mais
comum € um infiltrado de células perivasculares nos tecidos do pulmao e
Castro (2004) que relatou a observagdo de pequenos focos de infiltragao
celular mononuclear em septos alveolares e vasculite celular mononuclear.

No presente trabalho observou-se que nos linfonodos foram verificados
nédulos corticais com deplecdo dos centros germinativos, linfocitopoese
reduzida (diminuigdo de linfécitos e seus precursores) e aumento da
quantidade de plasmécitos e polimorfonucleares nos seios e corddes
medulares. Castro (2004) descreveu que a histopatologia dos linfonodos
revelou discreta hiperplasia folicular com a presenga de macréfagos
sanguineos e ocasionalmente perda da delimitacdo da area paracortical. Além
disso, moderada expansdo da é&rea paracortical e hiperplasia de corddes
medulares com a presenga de muitos plasmdécitos e um grande numero de
histiécitos. Machado (2004) descreveu que na fase aguda da EMC
experimental havia plasmocitose em linfonodos e segundo Andereg e Passos
(1999) o achado mais comum ¢é um infilirado de células perivascualres no
tecido linféide.

No exame histopatolégico do figado dos caes que vieram a Obito foram
observados varios espacos porta e veias centro-lobulares com infiltrado
plasmocitario e menos freqlentemente com regides de necrose. Também
foram observados Infiltrados polimorfonucleares (necrose) e mononucleares
nao plasmocitario. Andereg e Passos (1999) observaram neste 6rgdo necrose
centro-lobular, principalmente na fase aguda, e um infiltrado celular no sistema
porta. Castro (2004) descreveu que severa esteatose, leve a moderado
infiltrado celular mononuclear perivascular e periportal e congestdo de
sinusodides foram evidentes no figado. No presente trabalho ndo foi observada

esteatose.
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Em um dos animais a medula 6ssea apresentava-se pouco alterada,
entretanto no outro ela apresentou alta concentragcdo de macréfagos,
diminuigdo da linhagem eritrocitica e megacariocitica (predominio da linhagem
de leucdceitos) e pleomorfismo de linfocitos e precursores. Almosny (2002)
descreveu como alteragdes em medula éssea de caes acometidos por EMC,
uma reducéo da populagédo celular da medula éssea. Segundo essa autora a
medula Ossea esta hiperplasica na fase aguda e torna-se hipoplasica na
cronica, e em casos crOnicos a avaliacdo da medula Ossea revelou
pancitopenia, pronunciada hipoplasia eritroide, deplecdo de megacariécitos e
precursores granulociticos e ocasionalmente perda da arquitetura sinusoidal.

No baco observou-se aparente hiperplasia dos foliculos e corddes
esplénicos, apresentando grande quantidade de plasmécitos e relativamente
poucos linfécitos. Castro (2004) descreveu marcada hiperplasia da polpa
branca, cordées esplénicos espessados e moderada expansao das bainhas
linféides periarteriolares e Andereg e Passos (1999) descreveram neste érgao

um infiltrado de células perivasculares.

VI. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos neste estudo permitiu as seguintes

conclusoes:

1- O uso da citologia para a detecgao de inclusdes intracitoplasmaticas em
microscopia éptica de extensdes de sangue periférico € um método Uutil
(apesar da sua subjetividade) no diagnostico em infecgdes causadas por

Ehrlichia spp., quando comparado a nPCR.

2- O uso da citologia para a deteccéo de inclusdes intracitoplasmaticas em
microscopia optica de extensdes de sangue periférico nao foi compativel
com a nPCR no diagnéstico de infeccbes causadas por Anaplasma

platys.
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O uso da citologia para a deteccao de inclusdes intraeritrocitarias em
microscopia Optica de extensbes de sangue periférico, apresentou-se
compativel com nPCR em infec¢des causadas por Babesia spp.

Extensdo de sangue periférico mostrou-se a melhor técnica quando
comparada as extensdes de leucoconcentragdo e sangue venoso para
deteccao de inclusdes intracitoplasmaticas de infec¢éo por Ehrlichia spp.

“Nested PCR” mostrou-se como o método menos subjetivo para o
diagnéstico de EMC.

TEM mostrou que mérulas de Ehrlichia spp. sao facilmente detectadas

em tecido pulmonar (pos mortem) de animais com EMC.

Anaplasma platys, Babesia canis vogeli e Ehrlichia canis existem na

regiao de Uberlandia e foram confirmadas por métodos moleculares.

Provavelmente exista uma cepa neutrofilica de E. canis na regido de
Uberlandia.

Provavelmente existam variantes de E. canis nao identificaveis pelo

nPCR utilizado ou outras espécies de erliquias na regiao de Uberlandia.
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