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RESUMO

Foram realizados cinco estudos distintos. O estudo 1 objetivou determinar através da detecção
pela técnica da nested PCR a prevalência de Anaplasma platys, Babesia canis vogeli, Ehrlichia
canis e Hepatozoon canis, em cães naturalmente infectados em áreas rural e urbana do Municí-
pio de Alegre, Sul do Espírito Santo e verificar a presença de fatores de riscos associados a estas
infecções. O estudo 2 objetivou evidenciar a existência de leishmaniose visceral canina, utili-
zando o ensaio de imunoabsorção enzimático – ELISA e teste rápido imunocromatográfico, bem
como verificar a ocorrência de possíveis reações cruzadas ou coinfecções com diferentes hemo-
parasitos presentes na mesma região. O estudo 3 avaliou as alterações clínicas, hematológicas e
bioquímicas de cães com diferentes hemoparasitoses e realizou comparações entre os diferentes
perfis infecciosos e a influência do tratamento com doxiciclina. O estudo 4 avaliou as alterações
renais de cães infectados com diferentes hemoparasitos por meio de biomarcadores renais antes
e após tratamento com doxiciclina. O estudo 5 avaliou a presença das alterações hormonais ti-
reoidianas em cães infectados com Ehrlichia canis e coinfectados com Anaplasma platys e/ou
Babesia canis vogeli, antes e depois do tratamento com cloridrato de doxiciclina. No estudo 1
comprovou-se pela primeira vez a existência de Anaplasma sp., Babesia canis vogeli e Hepato-
zoon canis, na região do sul do Espírito Santo e de Ehrlichia canis em área rural da mesma regi-
ão, e que os fatores de risco avaliados foram significativos em cães com hepatozoonose, mas
não puderam ser associados a Anaplasma sp., Babesia canis vogeli, Hepatozoon canis e Ehrli-
chia canis pelo reduzido número de cães positivos e conclui-se que a cidade de Alegre é uma
área endêmica para Hepatozoon canis, com ocorrência em 55% dos cães avaliados. A prevalên-
cia de Anaplasma sp. foi de 2%, Babesia canis vogeli foi de 6% e de Ehrlichia canis foi de 4%.
No estudo 2 concluiu que na região estudada não existem casos autóctones de cães infectados
por Leishmania infantum chagasi e permitiu afirmar a ocorrência de reações cruzadas no teste
de ELISA com antígeno bruto de Leishmania infantum chagasi com os hemoparasitos Hepato-
zoon canis, Babesia canis vogeli e Ehrlichia canis. No estudo 3 conclui-se que o município es-
tudado pode ser considerado endêmico para hemoparasitoses, com casos autóctones, e grande
taxa de reinfecção, onde as coinfecções são frequentes e apresentam manifestações clínicas e la -
boratoriais mais intensas que nos cães monoinfectados e ainda que o tratamento com doxiciclina
foi efetivo para a melhora clínica e laboratorial dos cães monoinfectados com Ehrlichia canis,
entretanto não foi efetiva para negativar os cães com babesiose e anaplasmose, porém auxiliou
na melhora clínica e laboratorial dos cães infectados. No estudo 4 conclui-se que de forma geral
ocorreu aumento de todos os parâmetros avaliados na urina de cães que formaram os grupos ex-
perimentais, antes do tratamento, e estes apresentaram melhora significativa destas variáveis,
após o término do uso da doxiciclina, independente da negativação da infecção por hemoparasi-
tos. No estudo 5 conclui-se que os cães que apresentaram infecção por Ehrlichia canis, monoin-
fectados ou coinfectados com Babesia canis vogeli e/ou Anaplasma platys, podem desenvolver
a síndrome do eutireoideo doente, devido à mudança do perfil hormonal durante a infecção com
o hemoparasito.

Palavras chave: Anaplasma platys,  Babesia canis vogeli,  Ehrlichia canis,  Hepatozoon canis,
Leishmania infantum chagasi.
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ABSTRACT

Five separate studies were conducted. The objective of this study was to determine the preva-
lence of Anaplasma platys, Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis and Hepatozoon canis in natu-
rally infected dogs in rural and urban areas of Alegre, Southern Espírito Santo and to verify the
presence of risk factors associated with these infections. The objective of this  study was to
demonstrate the presence of canine visceral leishmaniasis using the enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) and rapid immunochromatographic test, as well as to verify the occurrence
of possible cross-reactions or coinfections with different hemoparasites present in the same re-
gion. Study 3 evaluated the clinical, hematological and biochemical changes of dogs with differ-
ent  haemolytic  diseases  and compared the different  infectious  profiles  and the influence of
doxycycline treatment. Study 4 evaluated the renal alterations of dogs infected with different
hemoparasites by means of renal biomarkers before and after doxycycline treatment. Study 5
evaluated the presence of thyroid hormonal changes in dogs infected with Ehrlichia canis and
coinfected with Anaplasma platys and/or Babesia canis vogeli before and after treatment with
doxycycline hydrochloride. In the first study, the existence of Anaplasma sp., Babesia canis vo-
geli and Hepatozoon canis, in the southern region of Espírito Santo and Ehrlichia canis in the
same area was analyzed for the first time, and that the risk factors evaluated were In dogs with
hepatozoonosis but could not be associated with Anaplasma sp., Babesia canis vogeli and Hep-
atozoon canis and Ehrlichia canis due to the small number of positive dogs and it is concluded
that the city of Alegre is an endemic area for Hepatozoon canis, occurring in 55% of dogs eval-
uated. The prevalence of Anaplasma sp.,was 2%, Babesia canis vogeli was 6%, and Ehrlichia
canis was 4%. In the study 2,  it  was concluded that  in the region studied there are no au-
tochthonous cases of dogs infected with Leishmania infantum chagasi and allowed to affirm the
occurrence of cross-reactions in the ELISA test with crude Leishmania infantum chagasi anti-
gen with hemoparasites Hepatozoon canis, Babesia canis vogeli and Ehrlichia canis. In study 3,
it  was concluded that  the  municipality  studied could be considered endemic for  hemopara-
sitoses, with autochthonous cases, and a high rate of reinfection, where co-infections are fre-
quent and present clinical and laboratorial manifestations more intense than in monoinfected
dogs. Treatment with doxycycline was effective for the clinical and laboratory improvement of
dogs monoinfected with Ehrlichia canis. However, it was not effective to negatively affect dogs
with babesiosis and anaplasmosis, but it did help in the clinical and laboratory improvement of
infected dogs. In study 4, it was concluded that, in general, there was an increase in all the pa -
rameters evaluated in the urine of dogs that formed the experimental groups, before the treat-
ment, and these showed a significant improvement of these variables after the end of the use of
doxycycline, regardless of the negativity of the infection by hemoparasites. In the study 5, it
was concluded that dogs that had  Ehrlichia canis infection, monoinfected or coinfected with
Babesia canis vogeli and / or Anaplasma platys, may develop diseased euthyroid syndrome due
to a change in the hormonal profile during infection with hemoparasites.

Keywords:  Anaplasma  platys,  Babesia  canis  vogeli,  Ehrlichia  canis,  Hepatozoon  canis,
Leishmania infantum chagasi.
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1. INTRODUÇÃO

Anaplasmose, babesiose, erliquiose e hepatozoonose são doenças causadas por diferentes hemo-
parasitos, sendo causas comuns de morbidade e mortalidade nos cães (Kaewkong et al., 2014).
Como o vetor destas hemoparasitoses é o carrapato, torna-se difícil o controle das doenças, prin-
cipalmente em áreas rurais (Silva et al., 2014). No Brasil as hemoparasitoses mais frequentes
são as causadas pelos agentes do gênero Babesia sp.,  Ehrlichia sp. e Hepatozoon sp. (Silva et
al., 2014).

A  Anaplasma platys  (A. platys) é o parasito responsável  por promover a afecção conhecida
como trombocitopenia cíclica (Harvey et al., 1978). No Brasil sua prevalência não foi verifica-
da,  existindo  somente  informações  sobre  algumas  regiões  do  país  como: Ribeirão  Preto
(14.9%), Recife (48.78%), Paraná (19.4%), Minas Gerais (22.8%), Rio de Janeiro (17.2%) e
Pantanal (7.19%) (Santos et al., 2009; Ramos et al., 2010; Da Silva et al., 2012; Costa-Júnior et
al., 2013; Da Silva et al., 2016; Melo et al., 2016).

Entretanto a detecção da A. platys no país é geralmente baseada na observação direta do parasi-
to, o que dificulta a determinação da prevalência da doença, pela baixa especificidade do teste
(Ramos et al., 2009).

A Babesia canis vogeli  (B. canis vogeli) é tida como o principal agente causador da babesiose
canina no país (Passos et al., 2005). Existe grande variedade de sinais clínicos que cães com ba-
besiose podem desenvolver, pois a doença pode se manifestar na forma crônica ou subclínica,
aguda ou hiperaguda (Ramsey, 2012). 

A erliquiose monocítica canina é uma doença provocada pelas bactérias do gênero  Ehrlichia,
com elevada prevalência e importância médico veterinária. Com o advento de técnicas molecu-
lares mais modernas, diferentes patógenos como Ehrlichia ewingii (Oliveira et al., 2009) e Eh-
rlichia muris (Hegarty et al., 2012) têm sido correlacionados com sinais clínicos de erliquiose
em cães, porém a Ehrlichia canis (E. canis) continua como o principal agente etiológico da erli-
quiose canina no Brasil (Vieira et al., 2011). Segundo Moraes et al. (2004), 20% da população
de cães atendidos em hospitais ou clínicas veterinárias apresentam anticorpos contra  E. canis.
Nesta população, entretanto, observa-se variância de positividade em relação à localidade estu-
dada, onde em determinadas regiões foi observado positividade em mais de 60% dos cães testa-
dos, demonstrando a grande importância da doença no país (Azevedo et al., 2011; Tanikawa et
al., 2013; Witter et al., 2013).

No Brasil o Hepatozoon canis (H. canis) é o mais importante agente causador da hepatozoonose
(Forlano et al., 2007). Sua presença já foi descrita nas regiões norte, nordeste, sul, sudeste e cen-
tro-oeste com prevalência,  variando de 1 a 77,39% (Mundim et al.,  2008; Spolidorio et al.,
2011; Demoner et al., 2016; Gomes et al., 2016; Harvey et al., 2016; Malheiros et al., 2016).

O primeiro caso de leishmaniose visceral humana (LVH) no Brasil data de 1913, quando Migo-
ne descreveu uma necrópsia de um paciente oriundo de Boa Esperança, Corumbá - MS (Alen-
car,  1956).  No último censo realizado no ano de 2014 sobre LVH no Brasil, verificou-se que
entre os anos de 2010 e 2014 foram registrados 17.164 novos casos e destes, 1.178 pessoas
vieram a óbito (Brasil, 2016).
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Os cães com leishmaniose podem apresentar sintomas inespecíficos, tais como febre, anemia,
linfoadenopatia, hepato e esplenomegalia e perda progressiva de peso evoluindo para caquexia
(Genaro, 1993; Baneth e Solano-Gallego, 2012). As lesões cutâneas são frequentes e apresentam
padrões variados, que compreendem uma excessiva descamação da epiderme, áreas de alopecia,
ulcerações e onicogrifose (Feitosa et al., 2000).

A prevalência de leishmaniose visceral em cães em áreas endêmicas pode atingir de 20 a 40%
da população. Acredita-se que em áreas com alta infecção em cães a incidência na população
humana varie de 1 a 2% (Castro, 1996; Santa-Rosa, 1997; Baneth e Solano-Gallego, 2012).

Observa-se a grande importância da presença destes parasitos transmitidos por vetores em cães
no Brasil. Na cidade de Alegre, região sul do estado do Espírito Santo não existe a determinação
da ocorrência dos hemoparasitos citados, desta forma este estudo pretende diminuir esta lacuna
no conhecimento da prevalência, alterações clínico-laboratoriais e fatores de riscos associados a
estes parasitos na região. 

OBJETIVO GERAL

Objetivou-se com este estudo identificar a prevalência de parasitos transmitidos por vetores em
cães nas regiões rural e urbana do município de Alegre, região sul do estado do Espírito Santo e
determinar a existência de correlações entre as alterações clínico-laboratoriais, fatores de riscos
e eficácia do tratamento instituído.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Avaliar a existência de cães infectados com os hemoparasitos: Anaplasma platys, Babesia canis
vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis pela reação em cadeia da polimerase nested (nPCR)
em regiões rural e urbana do município de Alegre, região sul do estado do Espírito Santo.

Avaliar a existência de cães soropositivos para  Leishmania infantum chagasi pela técnica de
“enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA) e pelo teste rápido imunocromático Leishma-
nia Ac® (Alere™) em regiões urbanas e rurais do município de Alegre-ES.

Determinar as alterações físicas de cães com suspeitas ou não de hemoparasitoses através de mi-
nucioso exame físico realizando a inspeção, palpação, percussão e auscultação.

Determinar o perfil hematológico (eritrograma, leucograma e plaquetograma) dos cães portado-
res de hemoparasitoses.

Determinar o perfil bioquímico sérico (proteínas totais, albumina, globulinas, alanina amino-
transferase, aspartato aminotransferase, gamaglutamiltransferase, fosfatase alcalina, cálcio, fós-
foro, ureia, creatinina e fibrinogênio) dos cães portadores de hemoparasitoses.

Determinar o perfil urinário (exames físico, químico e sedimentoscopia) dos cães portadores de
hemoparasitoses.

Determinar o perfil bioquímico urinário (relação proteína/creatinina urinárias, fosfatase alcalina
urinária, gamaglutamiltransferase urinária e relação gamaglutamiltransferase / creatinina uriná-
rias).

Determinar o perfil hormonal (hormônio estimulador da tireoide-tireotropina (TSH), triiodotiro-
nina (T3), tetraiodotironina livre (T4 livre) e tetraiodotironina total (T4 total)) dos cães portado-
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res de E. canis mono ou co-infectados e correlacionar aos valores hormonais à eficácia ou não
do tratamento instituído nos cães doentes.

Instituir o tratamento para os cães doentes, independente do perfil infeccioso, com cloridrato de
doxiciclina 10mg/kg/SID por 28 dias.

Determinar a eficácia do tratamento instituído através da negativação da presença de DNA dos
hemoparasitos pela nested PCR e avaliar o perfil hematológico, bioquímico sérico, urinário, bio-
químico urinário e hormonal dos cães infectados portadores de hemoparasitoses. 

Determinar os fatores de riscos epidemiológicos dos cães com hemoparasitose de áreas urbanas
e rurais no município de Alegre região sul do estado do Espírito Santo através da obtenção de
dados através de formulário próprio. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1.  Anaplasma platys

Anaplasma platys (A. platys) foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos no ano de 1978,
porém inicialmente era conhecida como “rickettsia-like” (Harvey et al., 1978) e só posterior-
mente foi denominada de Ehrlichia platys (French e Harvey, 1983) e mais recentemente reclas-
sificada como Anaplasma platys (Dumler et al., 2001). Estes microorganismos formam inclu-
sões intra plaquetárias, tendo o formato arredondado ou em forma de feijão, possuindo uma
membrana dupla. As plaquetas infectadas podem conter de um a três vacúolos com um a quinze
parasitos em seu interior (Arraga-Alvorado et al., 2003). Além de parasitarem plaquetas, mais
recentemente foi relado que estes microorganismos também possuem a capacidade de infectar
megacariócitos e promegacariócitos em medula óssea de cães (De Tommasi.., et al., 2014).

Este patógeno tem ampla distribuição geográfica, já sendo descrito em todos os continentes,
com exceção do antártico(Sanogo et al., 2003; Brown et al., 2005; Kim et al., 2006; Arraga-
Alvorado et al., 2014; Bouzouraa et al., 2016). Sua prevalência em cães é bastante variável,
onde se observa presença de 10 a 30.4% dos animais avaliados infectados em regiões da África
(Matei et al., 2016), 16% em Cuba (Silva et al., 2016), e valores mais baixos como 4.4% na Tai-
lândia (Liu et al., 2016) e 0.5% na Turquia (Aktas et al., 2015) analisados pela detecção de DNA
através da PCR. Os resultados da soroprevalência da A. platys são bastante restritos, visto que
muitos testes sorológicos utilizados para a detecção do parasito promovem a identificação so-
mente do gênero, sendo necessária a realização de testes moleculares complementares para o di -
agnóstico correto da espécie (Heyman et al., 2007; Cetinkaya et al., 2016; Hamet et al., 2016).
As avaliações sorológicas de A. platys demonstraram prevalência da doença em 1.5% dos cães
estudados em três localidades distintas, como Estados Unidos, Canadá e Caribe (Qurollo et al.,
2014) e 53% de cães na Colômbia (McCow et al., 2014).

No Brasil a prevalência da infecção por A. platys não foi verificada, existindo somente informa-
ções  sobre  algumas  regiões  do  país  como Ribeirão  Preto  (14.9%)  Recife  (48.78%) Paraná
(19.4%) Minas Gerais (22.8%), Rio de Janeiro (17.2%) e Pantanal (7.19%) (Santos et al., 2009;
Ramos et al., 2010; Da Silva et al., 2012; Costa-Júnior et al., 2013; Da Silva et al., 2016; Melo
et al., 2016).

Entretanto no Brasil a detecção da A. platys é geralmente baseada na observação direta do para-
sito durante a realização do esfregaço sanguíneo o que dificulta a determinação da prevalência
da doença, devido à baixa sensibilidade deste teste (Ramos et al., 2009).

A. platys é o parasito responsável por promover a afecção conhecida como trombocitopenia
cíclica (Harvey et al., 1978; Arraga-Alvorado et al., 2003), sendo capaz de infectar diferentes
espécies de animais domésticos como cães, gatos, bovinos, ovelhas e cabras (Chochlakis et al.,
2009; Djiba et al., 2013; Dahmani et al., 2015; Hegarty et al., 2015; Bouzouraa et al., 2016). 

Recentemente foi aventada a possibilidade de infecção por  A. platys em seres humanos. Duas
mulheres na Venezuela apresentaram sintomas inespecíficos como dores de cabeça e muscula-
res.  Nestas pacientes observaram-se inclusões intra-plaquetárias compatíveis com o parasito,
sendo confirmado través da técnica da PCR. Demonstrando que este patógeno pode também se
manifestar como uma zoonose (Arraga-Alvorado et al., 2014). Um segundo relato demonstrou
que a sequência genética da A. platys encontrada em um cão com sinais clínicos da doença foi
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idêntico ao encontrado em dois membros humanos da família a qual este animal fazia parte. Os
seres humanos também se encontravam clinicamente sintomáticos, demonstrando dores de ca-
beça e fortes dores musculares (Breitschwerdt et al., 2014). Foi relatada ainda a presença de A.
platys juntamente aos outros hemoparasitos em uma médica veterinária que apresentava distúr-
bios cognitivos, enxaquecas e convulsões (Maggi et al., 2013).

A transmissão do parasita de modo natural ainda não está bem definida, pois a transmissão do
agente através de carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus considerado como o principal
possível transmissor ainda não foi bem-sucedida (Simpson et al., 1991). Entretanto apesar de
sua transmissão não ter sido bem-sucedida experimentalmente, foi possível detectar através da
PCR a presença do agente no carrapato marrom em diversos países (Inokuma et al., 2000; Sana-
go et al., 2003; Sparagano et al., 2003). A presença do parasita também foi detectada em outras
espécies de carrapatos como:  Rhipicephalus turanicus,  Dermacentor auraus,  Haemaphysalis
longicornis, Ixodes persulcatus e Rhipicephalus camicasi (Parola et al., 2003; Kim et al., 2006;
Cetinkaya et al., 2016; Matei et al., 2016) e em piolho mastigador como o Heterodoxus spiniger
(Brown et al., 2005). Mais recentemente com o intuito de detectar a possibilidade da transmis-
são vertical do parasita, foi realizado um experimento com cadelas gestantes e não gestantes po-
sitivas para A. platys, que conseguiu verificar a existência através da técnica de PRC em tempo
real (qPCR), a existência do DNA do agente em útero de cadelas não gestantes e em tecidos fe-
tais das cadelas gestantes, sugerindo-se então a possibilidade da infecção por A. platys através
da transmissão vertical durante a primeira metade da gestação de cadelas infectadas (Latrofa et
al., 2016). 

2.1.1. Achados clínicos e laboratoriais

Cães infectados experimentalmente com A. platys demonstraram que no período de maior trom-
bocitopenia, as mórulas do parasito não foram observadas na corrente sanguínea. Estas formas
só foram encontradas no início da infecção em torno do sétimo dia quando não existia uma
trombocitopenia evidente (Eddlestone et al., 2007). A trombocitopenia cíclica em cães com in-
fecção por A. platys ocorre imediatamente após o pico e desaparecimento da parasitemia (Har-
vey et al., 1978). Desta forma não é comum à visualização das mórulas quando os cães apresen-
tam-se com as maiores taxas de trombocitopenia. Nestes animais observou-se que a porcenta-
gem de plaquetas parasitadas não excedeu os 5% (Eddlestone et al., 2007). Acredita-se que dois
mecanismos promovam a trombocitopenia, inicialmente devido à lesão direta pela replicação do
parasito e num segundo momento devido a mecanismos imunomediados contra as plaquetas
(Harvey et al., 1978). Em cães que apresentaram infecção intramedular por A. platys, foi possí-
vel observar o aumento do número de monócitos e macrófagos intramedulares, displasia medu-
lar com presença de células hiperlobuladas com desorganização nuclear, hiperplasia grave de
megacariócitos juntamente com o aumento do número médio de promegacariócitos e megacari-
ócitos e ainda eritrofagocitose por macrófagos (De Tommasi et al., 2014).

As alterações clínicas mais encontradas em cães infectados foram presença de anorexia, perda
de peso, letargia, linfadenomegalia, hipertermia, hemorragias, sinais cutâneos, distúrbios mús-
culo-esqueléticos, esplenomegalia, desidratação, uveíte (Bouzouraa et al., 2016) e diarreia (Ca-
prariis et al., 2011). Foi relato ainda que alguns cães mesmo com a confirmação da presença de
A. platys através da PCR, estes se apresentavam clinicamente e laboratorialmente normais (Ca-
prariis et al., 2011).
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A presença de anemia hemolítica imunomediada foi relatada em dois cães doentes (Antognoni
et al., 2014). Não foi observada a presença de DNA da A. platys em sistema nervoso central de
cães, mesmo estes se apresentando infectados com outros hemoparasitos (Cardinot et al., 2016).
A taxa de óbito dos cães infectados foi de 23.8%, sendo que deste percentual 50% apresenta-
vam-se monoinfectados (Antognoni et al., 2014). A presença de coinfecções (Gaunt et al., 2010)
e outros fatores como idade, condição física, estado imunológico e estresse podem contribuir
com o aumento da gravidade da doença (Suksawat et al., 2001).

Cães que foram a óbito devido à doença, o exame post-mortem revelou presença de icterícia em
tecido cutâneo e subcutâneo, esplenomegalia com hiperplasia de polpa vermelha, presença de
hemossiderose, edema pulmonar com presença de trombose, hiperplasia nodular hepática, glo-
merulonefrite membranosa com nefrose tubular e hiperplasia da série eritróide e megacariócitos
em medula óssea. A morte dos cães foi atribuída à insuficiência cardiorrespiratória aguda, se-
cundária ao desenvolvimento de anemia hemolítica imunomediada com evolução para coagula-
ção intravascular disseminada (Antognoni et al., 2014). Cães infectados experimentalmente re-
velaram presença de microgranulomas pulmonares com moderada presença de infiltrados de
macrófagos e linfócitos, presença de infiltrados inflamatórios em região periportal hepático e
moderada hiperplasia linfoide em baço (Nair et al., 2016). 

Os achados laboratoriais são diversos e podem incluir presença de anemia normocítica normo-
crônica, anisocitose, reticulocitose (Antognoni et al., 2014) trombocitopenia em 81% dos cães,
leucocitose ou leucopenia (Bouzouraa et al., 2016), linfocitose, monocitose (De Tommasi. et al.,
2014), aumento de fosfatase alcalina, bilirrubina total, parcial e fibrinogênio (Antognoni et al.,
2014) além de hipoalbuminemia (Caprariis et al., 2011). Na urinálise foi observada a presença
de proteinúria e hematúria (Bouzouraa et al., 2016).

2.1.2. Tratamento

A tetraciclina (Chang et al., 1997) e a enrofloxacina (Kontos e Athanasiou, 1998) na dose de
22mg/kg QUID e 5mg/Kg/BID respectivamente, por 21 dias são consideradas eficazes contra a
A. platys, entretanto outro tratamento indicado é a utilização de 5-10mg/kg de doxiciclina a cada
12 horas por 10 dias (Greene, 2015). Porém, resultados de trabalhos recentes demonstraram que
uma alta taxa de animais (61,8%) não responderam adequadamente ao tratamento com doxici-
clina por 28 dias recebendo 10mg/kg SID, associados ou não a diferentes fármacos devido à
presença de co-infecções não evidenciando melhora clínica e/ou laboratorial nos cães doentes
(Bouzoora et al., 2016).

Existem divergências no que se refere ao aumento da severidade da doença na presença de ou-
tros hemoparasitos, sendo relatada que as coinfecções podem acarretar no aumento da gravidade
da apresentação clínica e dificultar a resposta ao tratamento (Suksawat et al., 2001; Caprariis et
al., 2011). 

2.1.3. Diagnóstico

O diagnóstico de anaplasmose em cães não deve ser baseado exclusivamente na observação di -
reta do parasito em lâmina, pois este teste demonstrou ter baixa sensibilidade, acarretando na
não identificação de cães positivos (Ramos et al., 2009). 

Ao se comparar a identificação de cães com anaplasmose utilizando a visualização direta do pa-
rasito em esfregaço sanguíneo e a ampliação do seu DNA por meio da n-PCR, verificou-se que
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o primeiro teste demonstrou tanto animais falsos negativos quanto falsos positivos. Os falsos
negativos foram descritos como cães que não apresentaram a presença do parasito em lâminas e
foram positivos pela n-PCR, e os falsos positivos foram animais classificados como positivos
pela visualização de supostas mórulas do patógeno em plaquetas, porém negativos pela n-PCR.
Ao se confrontarem os resultados dos testes verificou-se que o diagnóstico direto apresentou es-
tatisticamente maior presença de falsos negativos que o n-PCR (Ramos et al., 2009). Os autores
ainda destacam que corpúsculos de inclusão associados a processos inflamatórios, ou restos nu-
cleares de megacariócitos que podem ser visualizados em plaquetas e podem servir como fator
de confundimento no diagnóstico correto da doença (Ferreira et al., 2007). 

Existem relatos da existência de reação cruzada entre Anaplasma platys e Anaplasma phagocy-
tophilum (Inokuma et al., 2002), entretanto, testes sorológicos utilizando a técnica de immuno-
blotting mais recentes, tem utilizado proteínas recombinantes específicas de A. platys evitando a
ocorrência de reação cruzada com outros hemoparasitos (Lai et al., 2016). Um teste rápido soro-
lógico foi recentemente lançado no Brasil, demonstrando altos índices de sensibilidade, 93.2%
para A. phagocytophylum e 89.2% para A. platys e de especificidade de 99.2% para ambos, de-
monstrando ser um teste de triagem eficaz (Stillman et al., 2014). 

Como os anticorpos podem persistir circulantes por um determinado tempo, mesmo a posteriori
de a infecção ter sido debelada pelo cão, sendo através do tratamento ou de uma resposta imune
efetiva, estes animais podem ser erroneamente identificados como tendo uma infecção ativa pe-
los testes sorológicos (Preziosi e Cohn, 2002; Moroff et al., 2014). Estes não confirmam a exis-
tência da infecção ativa, demonstram somente que os cães tiveram contato com o patógeno (Pre-
ziosi e Cohn, 2002; Ravnik et al., 2011).

A utilização dos testes moleculares como a PCR foram introduzidos na rotina veterinária para
aumentar a acurácia do diagnóstico das hemoparasitoses, sendo considerado o método mais sen-
sível e específico que os outros anteriormente utilizados (Labruna et al., 2007). Esta técnica ain-
da apresenta como vantagem a identificação precoce dos animais, pois em até quatro dias após a
infecção pode-se identificar o DNA do parasito (Mcbride et al., 1996) impedindo desta forma
que venham a se tornar fonte de infecção para outros animais (Igbal et al., 1994).

Os métodos moleculares são úteis para diferenciar as espécies e subespécies dos patógenos, sen-
do de grande importância clínica e epidemiológica, pois as distintas espécies e subespécies estão
correlacionadas a diferentes gravidades da doença (Inokuma et al., 2002). A técnica da PCR tem
cada vez mais utilizado primers específicos, permitindo desta forma a exata identificação do pa-
tógeno, impedindo assim que ocorra uma ampliação inespecífica de DNA, levando a uma inter-
pretação erronia do exame. A maior especificidade dos  primers além de permitir uma melhor
identificação do parasito, permite um melhor conhecimento epidemiológico dos hemoparasitos
encontrados em determinadas regiões (Greene, 2015).

2.2.  Babesia sp.

A Babesia sp. é considerada como o primeiro agente infeccioso descrito como patógeno trans-
mitido por artrópode capaz de acarretar enfermidades em animais vertebrados (Vannier et al.,
2008). A babesiose acometendo animais foi descrita pela primeira vez no ano de 1888 em bovi-
nos, nesta descrição o pesquisador observou a presença do parasito dentro de hemácias do baço
dos animais necropsiados. Inicialmente o agente era descrito como: “bactéria causadora de he-
moglobinúria em bovinos” (Babes, 1888). Posteriormente o parasito foi denominado de Pyroso-
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ma bigeminum, e verificou-se que sua transmissão ocorria por meio da picada de carrapatos
(Smith e Kilborne, 1893). Mais de cem espécies da Babesia sp. já foram identificadas, demons-
trando a grandiosidade das espécies deste gênero (Levine, 1984).

Uma vez no hospedeiro os trofozoítas da Babesia sp. infectam os eritrócitos e ao se multiplica-
rem no interior das hemácias por divisão binária, resultam em merozoítos que irão invadir ou-
tros eritrócitos pelo  processo de invaginação, formando um vacúolo parasitóforo. A membrana
do vacúolo desintegra-se gradualmente e desta forma o parasito encontra-se envolto somente
pela membrana da hemácia do hospedeiro (Rudzinska et al., 1976). 

Como a Babesia sp. infecta exclusivamente eritrócitos a resposta imune que leva a proteção da
doença depende da apresentação dos parasitos as células que tem a função de reconhecer os an-
tígenos, como os linfócitos T CD4+, com a consequente destruição do agente. Os linfócitos T
juntamente com os macrófagos são responsáveis pela produção do interferon gama (IFN-γ) que
atua destruindo as células parasitadas intra esplênica (Homer et al., 2000). Em ratos infectados
que possuíam uma resposta efetiva da produção de linfócitos T CD4+ e ativação da resposta do
Tipo Th-1, demonstrou-se que estes animais foram capazes de debelar a doença quando compa-
rados aos ratos que não conseguiram responder a infecção com aumento dos mesmos linfócitos
(Ruebush e Hanson, 1980). Verificou-se ainda que ratos que apresentavam diminuição exclusi-
vamente de linfócitos T CD8+ não apresentaram dificuldade em debelar a doença (Igarashi et
al., 1994). Desta forma acredita-se que o aumento da linhagem dos linfócitos T CD4+ seja a res-
ponsável pela proteção efetiva contra o parasito. Entretanto embora se saiba a linhagem de célu-
las que são responsáveis pela resistência contra o patógeno, não se conhece ao certo os mecanis-
mos efetores que culminam nesta proteção (Homer et al., 2000).

Existem poucos dados genômicos ao que se refere a Babesia canis, e o pouco que se sabe é que
existem duas proteínas multigênicas que permitem a ligação entre o parasito e os eritrócitos, que
são as proteínas bc28 e Bd27 (Carcy et al., 2006) acredita-se que uma das duas ou ambas as pro-
teínas possam servir de sinalizadoras para o sistema imune do hospedeiro, para que este inicie a
cascata de mecanismos imunes efetores na tentativa de promover a eliminação dos parasitos,
porém mais estudos ainda são necessários (Yang et al., 2012). No que se refere a Babesia gibso-
ni que também é capaz de produzir doença nos cães, foi detectado que a proteína BgAMA-1,
presente na membrana apical do parasito é capaz de ser reconhecida como antígeno pelo hospe-
deiro e carreta a ativação da resposta imune (Zhou et al., 2006).

Ao se testar a capacidade dos anticorpos neutralizantes contra o parasito utilizando soro imune
para verificar se estes conseguiam conter a infecção, foi possível demonstrar que a capacidade
de debelar a doença foi parcialmente efetiva, pois os anticorpos foram capazes de retardar o sur-
gimento dos sinais clínicos, contudo não impediu o desenvolvimento da doença. Ainda em rela-
ção à proteção produzida pelos anticorpos verificou-se que a utilização de anticorpos Anti – Ba-
besia sp. conseguiram neutralizar os trofozoítas e os merozoítas na fase extra eritrocitária da do-
ença. Desta forma observa-se que os anticorpos possuem ação limitada, porém importante em
determinadas fases do ciclo do parasito no hospedeiro, e que seu maior efeito protetor ocorre
quando o patógeno chega a corrente sanguínea em sua forma livre (Abdalla et al., 1978).

Entretanto, assim como outros agentes infecciosos, as Babesias possuem a capacidade de con-
duzir respostas inapropriadas do sistema imune, na tentativa de promover seu escape, o que leva
ao estabelecimento da doença. É sugerido que algumas espécies de Babesias possuem a habili-
dade de promover a mudança na expressão de proteínas da membrana dos eritrócitos parasita-
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dos, impedindo que estes sejam reconhecidos de forma efetiva pelo sistema imune do hospedei-
ro (Echaide et al., 1998). Outra estratégia de evasão do sistema imune pelos parasitos parece ser
a modulação do sistema complemento do hospedeiro, visto que nenhuma lise eritrocitária medi-
ada por este sistema foi observada em células parasitadas (Chapman e Ward, 1977).

No Brasil os cães podem ser parasitados por diferentes espécies de carrapatos que podem trans-
mitir a babesiose como: Amblyomma auereolatum, Amblyomma cajennense, Amblyomma oblon-
goguttatum, Amblyomma ovale, Amblyomma tigrinum (Labruna e Pereira, 2001) e  Boophilus
microplus (Oyafuso et al., 2002), entretanto o Rhipicephalus sanguineus é descrito como o prin-
cipal vetor da doença no país (Passos et al., 2005).

As Babesias possuem a capacidade de serem transmitidas a novas gerações de carrapatos, tanto
pela forma trans-estadial (é passado para as diferentes fases de seu desenvolvimento), tanto
quanto pela forma trans-ovariana. Esta estratégia permite que a Babesia sp. continue sendo pas-
sada de geração em geração, mesmo que os carrapatos não consigam ser reinfectados, fazendo
com que o parasito sobreviva por longos períodos na população de artrópodes (Pantchev et al.,
2015).

A taxa de sucesso da transmissão dos parasitos através dos carrapatos é devido à fisiologia adap-
tada do artrópode em conseguir alimentar-se de sangue por longos períodos, permitindo desta
forma que o patógeno seja transmitido ao vetor de forma efetiva e pela modulação da resposta
imune do hospedeiro por meio de moléculas bioativas presentes na saliva do artrópode (Francis-
chetti et al., 2009). 

A principal forma de infecção dos cães pelo parasita ocorre devido à transmissão por picada de
carrapatos, entretanto, outras formas de contaminação foram aventadas, como por meio de bri -
gas devido ao contato com sangue infectado (Jefferies et al., 2007), transmissão transplacentária
(Fukumoto et al., 2005) e por meio de transfusão sanguínea. Pesquisadores italianos demonstra-
ram que apesar dos cuidados ministrados aos cães que são triados para serem doadores de san-
gue, estes possuíam a mesma soroprevalência da população de cães não doadores. Demonstran-
do que mesmo estes cães que utilizavam ectoparasiticidas regularmente a taxa de exposição ao
patógeno foi semelhante a população canina em geral (Vascellari et al., 2016).

Diferentes espécies já foram descritas como causadoras da doença em cães em diferentes países,
dentre elas podemos citar: Babesia annae, Babesia canis, Babesia conradae, Babesia rossi, Ba-
besia gibsoni e Babesia vogeli (Uilenberg et al.; 1989), porém no Brasil a Babesia vogeli é tida
como o principal agente causador da babesiose canina (Passos et al., 2005).

A babesiose canina no Brasil já foi descrita em diversas regiões (Guimarães et al., 2004; Trapp
et al., 2006; De Sousa et al., 2013; Melo et al., 2016) sendo observado a soroprevalência de Ba-
besia sp. com valores de 8.1 a 91% no sul (Gottlieb et al., 2016; Malheiros et al., 2016), 13.15 a
81.6% no centro–oeste (De Sousa et al., 2013; Minervino et al., 2015) 16.1% no nordeste (Da
Costa et al., 2015) e 66.9 a 73.3% no Sudeste (Ribeiro et al., 1990; Guimarães et al., 2002). A
infecção pelo parasita por meio da detecção do DNA pela PCR revelou valores de 0.9 a 15.7%
no nordeste (Da Costa et al., 2015; Rotondano et al.; 2015; Moraes et al., 2016), 4% no sul (Ma-
lheiros et al., 2016), 3.13% no norte (Melo et al., 2016) e 6.8% no sudeste (Lemos et al., 2012).
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2.2.1. Sinais clínicos e laboratoriais:

A gravidade da infecção nos cães pode variar de leve até a apresentação de quadros com eleva-
das taxas de morbidade e mortalidade, sendo associados à síndrome da resposta inflamatória sis-
têmica, distúrbios no sistema de coagulação e síndrome da disfunção múltipla dos órgãos (Rafaj
et al., 2013; Kules et al., 2016). A babesiose pode ser extremamente grave, lesionando diferentes
órgãos e tecidos como o fígado, rins, pulmões, pâncreas e músculos (Kules et al., 2016). Fatores
como idade, imunocompetência, doenças concomitantes e a espécie do patógeno envolvida es-
tão diretamente relacionados com a evolução da doença (O’Dwyer e Massard, 2002). Existe
uma grande variedade de sinais clínicos que os cães infectados podem desenvolver e a doença
pode se manifestar na forma crônica ou subclínica, aguda e hiperaguda (Ramsey, 2012). As alte-
rações clínicas de cães com babesiose são diversas e inespecíficas, pois o agente é capaz de afe-
tar diferentes órgãos. Observa-se a presença de sinais clínicos não específicos como hiporexia,
desidratação, palidez de mucosas, febre, taquicardia, taquipneia, dispneia, mucosas congestas,
linfadenopatia, mucosas ictéricas, presença de vômito e diarreia (Sudhakara et al.; 2016), anore-
xia, depressão, letargia e perda de peso (Nalubamba et al., 2015) nos animais infectados, e desta
forma a doença pode ser confundida com infecção causada por outros hemoparasitos.

A hemólise em animais com babesiose é comumente observada, pois se sabe que as hemácias ao
serem infectadas pelo parasito incorporam diferentes antígenos dos patógenos. Estes antígenos
induzem a produção de anticorpos do hospedeiro na tentativa de eliminação dos eritrócitos para-
sitados pelo sistema fagocitário mononuclear. Entretanto a destruição das hemácias fagocitadas
acarreta na liberação de antígenos solúveis do parasito na corrente sanguínea que acabam se fi -
xando em hemácias e plaquetas saudáveis. Este evento promove um ataque a estas células pelos
anticorpos do hospedeiro culminando em anemia hemolítica imunomediada e trombocitopenia.
Desta forma, pode-se observar que a resposta imune do hospedeiro não acarreta somente em be-
nefício, podendo promover em alguns casos o agravamento da doença (Adachi et al.,  1994;
Adachi et al., 1995). 

As alterações laboratoriais descritas na doença são: presença de hipoproteinemia, hipoalbumine-
mia, hipoglicemia (Sudhakara et al.; 2016), aumento dos níveis séricos de alanina aminotransfe-
rase (ALT) compostos nitrogenados séricos, creatinina sérica (Sudhakara et al.; 2016; Kules et
al., 2016), creatinina urinária (Zygner et al., 2013) aumento de amilase, lipase e cretino quinase
(Kules et al., 2016). Diminuição da concentração de hemoglobina e contagem de eritrócitos
além de trombocitopenia. Na urinálise observou-se presença de hematúria (Sudhakara et al.,
2016). Os piores prognósticos de cães acometidos por babesiose que acarretam em alta taxa de
mortalidade revelaram a presença de moderada anemia, tromboctopenia grave, leucopenia, hi-
perlactatemia, hiperfosfatemia, hipertrigliceridemia, associado à hipoproteinemia (Eichenberger
et al., 2016).

2.2.2. Diagnóstico

O exame para a identificação da Babesia sp. por microscopia de luz é considerado de execução
simples, baixo custo (Dell’ Porto et al., 1993) e com especificidade que varia de alta (Dell’ Porto
et al., 1993) a moderada, embora exija um avaliador bem treinado (Miró et al., 2015). A sensibi-
lidade do teste, no entanto, é descrita como baixa, desta forma sua utilização como teste único
não deve ser preconizado (Greene, 2015). 

Sabe-se que o eritrócito parasitado torna-se deformado e mais pesado pela presença do parasito
intracelular, desta forma estas hemácias têm a tendência a se depositarem em vasos periféricos
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de pequeno calibre como os auriculares e os dos coxins. Estes se tornam excelentes locais para
coleta de sangue para a pesquisa do hemoparasito (Irwin e Hutchinson, 1991). Devido ao au-
mento do peso celular as hemácias parasitadas também são mais facilmente encontradas próxi-
mas da capa leucocitária (Yamasaki et al., 2000). Assim a escolha do local de coleta do material
biológico para ser analisado por este método é de extrema importância, permitindo maiores ta-
xas de sucesso na observação do patógeno (Irwin e Hutchinson, 1991).

O diagnóstico parasitológico da Babesia sp. em cães ocorre com maior frequência quando o ani-
mal encontra-se na fase aguda da doença que se correlaciona com o aumento da parasitemia.
Nos animais cronicamente infectados a identificação do parasito no sangue torna-se menos evi-
dente assim como em cães assintomáticos (Irwin e Hutchinson, 1991), devido a este fato, os tes-
tes sorológicos e moleculares se mostram como melhores opções em cães cronicamente doentes.

Os testes sorológicos podem ser utilizados para detecção de cães doentes, entretanto, existe a
detecção de falsos negativos utilizando-se os testes sorológicos (Bobade et al., 1989; Miró et al.,
2015). Um estudo demonstrou que o teste ELISA falhou na detecção de 36,1% dos cães que se
apresentavam parasitologicamente positivos para Babesia canis (Bobade et al., 1989). E, ainda
há observação de falsos positivos com a utilização da RIFI para Babesia sp. (Miró et al., 2015)

Existem relatos da ocorrência de reação cruzada em cães com hemoparasitoses, utilizando-se
testes sorológicos (Oliveira et al., 2008; Laranjeiras et al.; 2014; Zanette et al., 2014), como por
exemplo a verificação da existência de reação cruzada de  Babesia canis com  Leishmania sp.
(Oliveira et al., 2008; Laranjeiras et al.; 2014; Zanette et al., 2014) e entre Theileria anne e Ba-
besia canis (Miró et al., 2015). 

Para evitar este tipo de reação cruzada, testes sorológicos utilizando proteínas antigênicas re-
combinantes têm sido testadas para  Babesia gibsoni  (Goo et al.,  2009; Mandal et al.,  2014;
Mandal et al., 2016). Estes testes têm se mostrado bastante eficazes em não promover reação
cruzada entre outros patógenos antigenicamente semelhantes a Babesia gibsoni como a Babesia
canis,  Babesia rossi,  Neospora caninum,  Leishmania infantum (Goo et al., 2009), Erlichia ca-
nis, Hepatozoon canis e Dirofilaria immitis (Mandal et al., 2014; Mandal et al., 2016). Testes
sorológicos com proteínas recombinantes utilizando-se as técnicas de Western Blot (Goo et al.,
2009), ELISA, dot-ELISA demonstraram alta sensibilidade e especificidade na detecção da B.
gibsoni sem a ocorrência de reação cruzada com outros parasitos (Mandal et al., 2016). O Wes-
tern blot  demonstrou ainda ser capaz de detectar anticorpos em cães infectados tanto na fase
aguda da doença iniciando-se a observação de identificação de anticorpos a partir de dez dias
pós-infecção, quanto na fase crônica da doença, sendo ainda mantido a observação de cães posi-
tivos 442 dias após a infecção (Goo et al., 2009).

Ao se comparar a detecção de cães com babesiose utilizando o método molecular e sorológico
foi possível observar que a PCR conseguiu identificar com maior sensibilidade a presença de
cães doentes, os autores destacaram a importância da utilização do PCR para o correto diag-
nóstico da babesiose canina (Schaarschmidt et al., 2006).

Os testes moleculares têm sido amplamente utilizados para o diagnóstico da babesiose canina
(Rjeibi et al., 2016; Starkey et al., 2016; Cardinot et al., 2016; Cardoso et al., 2016), demons-
trando alta sensibilidade (Peleg et al., 2010), permitindo determinar a parasitemia (Matsuu et al.,
2005), além de identificar as subespécies existentes em diferentes regiões (Costa et al., 2012).
Pacientes humanos infectados com Babesia microti a PCR em tempo real (qPCR) foi mais efi-
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caz em detectar pacientes ainda infectados após a instituição do tratamento do que através da
identificação do patógeno por microscopia de luz, demonstrando desta forma ser mais sensível
em pacientes que ainda encontravam-se doentes (Wang et al., 2015).

Mais recentemente outro teste diagnóstico denominado de “Amplificação isotérmica mediada
por ciclos – LAMP” também baseado na identificação de DNA do parasito, foi proposta para
detecção de babesiose em cães, esta técnica apresenta vantagens por ter alta sensibilidade e pro-
mover a identificação precoce de agentes infecciosos mesmo antes da detecção por testes soro-
lógicos. Em comparação com a PCR a LAMP demostrou ser vantajosa devido à simplicidade da
reação, por apresentar maior eficácia na ampliação do DNA, sendo capaz de detectar quantida-
des menores do DNA do parasito, além de não necessitar de instrumentos de alta precisão para
ser realizada, podendo desta forma ser adquirida mais facilmente pelos laboratórios de análise e
ser utilizada para diagnóstico a campo (Mandal et al., 2015).

Outra técnica recente proposta para detecção de babesiose canina avaliou o perfil de proteínas
de cães com Babesia canis utilizando a espectrometria de massa. Durante a análise foi possível
verificar que a proteína 51-52 KD estava presente somente em cães infectados. Desta forma ve-
rificou-se que a proteína é encontrada somente em soro de cães infectados, podendo servir como
um marcador da doença (Adaszek et al., 2014).

2.2.3. Tratamento

O tratamento para a babesiose canina pode se dar por diferentes medicamentos. Um estudo de-
monstrou que ao ser infectados pela Babesia sp., os cães diminuíram a quantidade de linfócitos
CD3 +, CD4 +, CD8 +, CD21 + e após o tratamento com o dipropionato de imidocarb na dose
de 5 mg/kg, observou-se aumento na quantidade de linfócitos destes cães, mesmo que ainda
abaixo dos valores de normalidade. Desta forma a resolução dos sinais clínicos dos cães infecta-
dos está associada à estimulação da imunidade celular dependente das células T CD4 + e que
após a administração do medicamento este foi capaz de negativar a presença do patógeno, o que
permitiu que a população de linfócitos aumentasse (Adaszeck et al., 2015). 

Foi proposto que cães cronicamente parasitados, porém assintomáticos eram capazes de torna-
rem-se resistentes à reinfecção, tal proposição confirmou-se através dos resultados encontrados
em um estudo que utilizou dois grupos de cães experimentalmente infectados, o primeiro grupo
foi tratado com dipropionato de imidocarb, que promove a eliminação do parasito no hospedei-
ro, e o segundo grupo não recebeu nenhum tipo de medicação, ambos os grupos após seis meses
foram reinfectados. Verificou-se que somente o grupo dos animais tratados apresentou nova-
mente os sinais clínicos da doença. Confirmou-se que a utilização do fármaco foi capaz de de-
belar os parasitos e que concomitantemente ao seu uso, os cães não foram capazes de produzir
uma taxa de manutenção de anticorpos protetores, o que ocorreu no grupo dos não tratados.
Conclui-se então que os cães cronicamente infectados eram capazes de manter níveis de anticor-
pos que impediram o surgimento da doença clínica na reinfecção. Em cães, a presença de anti -
corpos promovida por uma parasitemia baixa de forma crônica parece ser necessária para que
estes animais não se tornem clinicamente doentes devido a uma nova infecção (Brandão et al.,
2005). Sugerindo desta forma que em cães a presença de anticorpos Anti-B. canis seja capaz de
impedir a manifestação clínica da doença nas reinfecções.

Há evidências que a duração da imunidade protetora da Babesia canis em cães é de quatro a cin-
co meses após a infecção e que não existe proteção cruzada entre as diferentes cepas de Babesia
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(Vercammem et al., 1997). A resposta imune desenvolvida pelo cão necessita de estimulação
constante (Bobade et al., 1989) e mesmo que o animal responda imunologicamente ao patógeno
este pode não ser efetivamente eliminando, acarretando na cronicidade da doença (Taboada e
Merchant, 1991) culminando na exacerbação do quadro clínico do paciente e dificultando o tra-
tamento.

A doxiciclina é outro fármaco que pode ser utilizado com eficácia como alternativa ao tratamen-
to contra babesiose, sendo utilizado como monoterapia (Niwetpathomwat, 2006) ou em associa-
ção com enrofloxacina e metronidazol (Lin e Huang, 2010).

A associação de atovaquona+proguanilo é um medicamento indicado para tratamento contra
malária. Entretanto um estudo cujo objetivo foi testar a eficácia do fármaco contra babesiose ca-
nina, mostrou que este medicamento pode se tornar uma alternativa para cães com infecção agu-
da ou para cães que apresentem cepas resistentes a doxiciclina. Os autores ressaltaram que al -
guns cães não negativaram a parasitemia da doença, mesmo com uma segunda dose do fármaco,
sendo desta forma necessário mais estudos para a avaliação da eficácia do medicamento (Iguchi
et al., 2014). 

Outros fármacos já foram citados como forma de tratamento para cães infectados por espécies
pertencentes ao grupo das grandes babésias, como o aceturato de diminazeno, isetionato de fe-
namidina e o isetionato de pentamidina, no entanto estes fármacos mostram-se eficazes na eli -
minação da  B. canis  mas não da B. gibsoni.  Sendo observado que em cães infectados por  B.
gibsoni a utilização destes medicamentos promove uma redução na morbidade e mortalidade
(Greene, 2015).

2.2.4. Prevenção

Existem diferentes formas de prevenção à doença. Uma delas é a realização da vacinação de
cães que vivem em áreas endêmicas. Recentemente foi testada uma vacina recombinante para
Babesia gibsoni, a qual promoveu uma proteção parcial à doença. Os cães que utilizaram esta
vacina apresentaram alterações clínicas mais brandas que o grupo controle. Demonstrando as-
sim que este tipo de abordagem clínica pode ser utilizada em áreas endêmicas da doença (Cao et
al., 2013), porém a imunidade induzida pela vacina difere dependendo da espécie a qual o cão é
desafiado (Schtters et al., 2009).

Métodos de controle de carrapatos tem se mostrado eficazes na prevenção da babesiose canina,
podendo chegar a um período de até 12 semanas sem parasitismo por carrapatos, após uma apli-
cação do carrapaticida fluralaner. Os animais foram desafiados com Dermacentor reticulatus in-
fectados com Babesia canis, entretanto nenhum dos cães adquiriu a doença durante este período
(Taenzler et al., 2016) Outro carrapaticida contendo uma associação de fipronil e permetrina foi
capaz de diminuir em 87.5% a taxa de infecção por B. canis em cães desafiados por 28 dias com
carrapatos infectados após a aplicação do fármaco (Jongejan et al.; 2015).

2.3. Ehrlichia canis

Erlichia canis (E. canis) é uma bactéria gram negativa obrigatoriamente intracelular que coloni-
za linhagens monocíticas. Pertencente à ordem Rickettsiales e família Anaplasmataceae (Dum-
ler et al., 2001). No Brasil sua primeira descrição data do ano de 1973 na cidade de Belo Hori-
zonte, estado de Minas Gerais (Costa et al., 1973), e desde então tem sido descrita em diversas
regiões do País (Sousa et al., 2010; Carlos et al., 2011; Lasta et al., 2013; Paulan et al., 2013;
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Spolidorio et al., 2013; Vieira et al., 2013; Zanette et al., 2014; Cardinot et al., 2016; Gottlieb et
al., 2016).

A erliquiose monocítica canina é uma doença provocada pelas bactérias do gênero  Erlichia,
com elevada prevalência e importância médico veterinária. Com o advento de técnicas molecu-
lares mais modernas, diferentes patógenos como E. ewingii (Oliveira, et al., 2009) e  E. muris
(Hegarty et al., 2012) têm sido correlacionados com sinais clínicos de erliquiose em cães em di-
versos países, porém a Erlichia canis é considerada o principal agente etiológico da erliquiose
canina no Brasil (Vieira et al., 2011). 

Segundo Moraes et al (2004), 20% da população de cães atendidos em hospitais ou clínicas ve-
terinárias no Brasil apresentam anticorpos contra E. canis. Nesta população, entretanto, observa-
se variação de positividade em relação à localidade estudada, sendo que em determinadas regi-
ões foi observado positividade em mais de 60% dos cães testados, demonstrando a grande im-
portância da doença no Brasil (Azevedo et al., 2011; Tanikawa et al., 2013; Witter et al., 2013).

O carrapato  Dermacentor variabilis foi capaz de transmitir o parasito de modo experimental
(Johnson et al., 1998), entretanto no Brasil o Ripicephalus sanguineus (R. sanguineus) conheci-
do popularmente como “carrapato marrom” é o carrapato que mais comumente parasita cães de
áreas urbanas. É considerado o principal responsável pela transmissão da E. canis no país (Dan-
tas-Torres, 2009). A transmissão da E. canis entre os R. sanguineus ocorre somente pela forma
transestadial, na qual os carrapatos se infectam durante o repasto sanguíneo de cães infectados e
transmitem o parasito para as seguintes fases de seu desenvolvimento. Estes artrópodes podem
transmitir a doença para cães susceptíveis por mais de 150 dias após sua infecção (Groves et al.,
1975). Ainda não foi possível determinar qual o tempo mínimo que o carrapato precisa se man-
ter fixo ao cão para que este seja capaz de transmitir a E. canis ao seu hospedeiro. No entanto,
um estudo conseguiu determinar que mesmo com poucas horas de fixação foi possível ocorrer a
infecção dos cães pelo patógeno (Fourie et al., 2013).

2.3.1. Alterações clínicas

A erliquiose monocítica canina é uma doença de elevada importância médico veterinária, pois
afeta um grande número de cães. A doença é subdividida em três fases: aguda, subclínica e
crônica (Ramsey et al., 2010). O curso da fase aguda é de aproximadamente duas a quatro sema-
nas e apresenta-se com sinais clínicos inespecíficos destacando-se a presença de apatia, anore-
xia, perda de peso, corrimento nasal e ocular, linfadenopatia, dispneia, hepatoesplenomegalia,
palidez de mucosas, letargia, epistaxe, (Harrus et al., 1997; De Castro et al., 2004; Moreira et
al., 2005; Sousa et al., 2010) febre, (Harrus et al., 1997; De Castro et al., 2004; Moreira et al.,
2005; Sousa et al., 2010; Moonarmat et al., 2014; Nair et al., 2016) e glomerulonefrites (Codner
et al., 1992; De Castro et al., 2004). 

Sinais clínicos menos comuns nesta fase vêm sendo relatado por diferentes autores, como pre-
sença de ascite, edema e alterações neurológicas, sendo que, em alguns casos foi observada a
presença de mórula de  E. canis no líquido cefalorraquidiano de cães com meningoencefalite
(Meinkoth, et al., 1989; Baba et al., 2012; Kaewmongkol et al., 2016). Outros sinais clínicos in-
comuns são a presença de vômito, diarreia e desconforto abdominal que atingem de 10 a 15 %
dos cães (Harrus et al., 1997). Acredita-se que os sintomas gastrointestinais decorram de afec-
ções hepáticas devido à grave degeneração hepática centrolobular difusa, pela presença de célu-
las mononucleares nos sinusóides hepáticos o que pode acarretar necrose de hepatócitos (De
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Castro et al., 2004; Rungsipipat et al., 2009; Mylonakis et al., 2010) e presença de microgranu-
lomas com infiltrados inflamatórios de macrófagos e linfócitos (Nair et al., 2016). 

Foi relato a presença de pneumonia intersticial associada à hipertensão pulmonar em um cão
com o diagnóstico de erliquiose canina. O animal apresentou melhora do quadro clínico após a
instituição do tratamento a base de doxiciclina. Os autores destacaram a necessidade da doença
ser considerada como diagnóstico diferencial em cães que apresentem quadros de dispneia e hi-
pertensão pulmonar em áreas endêmicas do patógeno (Toom et al., 2016). Em cães infectados
experimentalmente foi possível observar ao exame histopatológico, presença de microgranulo-
mas pulmonares com presença de infiltrados perivasculares de macrófagos e linfócitos (Nair et
al., 2016).

A fase subclínica da erliquiose canina inicia-se de seis a nove semanas após a infecção, podendo
se perpetuar por anos (Codner e Farris-Smith, 1986; Warner et al., 1997; Ramsey et al., 2010).
Os animais que não apresentam uma resposta imune eficaz são incapazes de alcançar a cura
(Ramsey et al., 2010), permitindo então que o parasito persista intracelularmente em órgãos lin-
foides, podendo levar ao estabelecimento da forma crônica da doença (Mylonakis et al., 2004;
Ramsey et al., 2010). A cronicidade da infecção acentua os sintomas encontrados na fase aguda,
e o quadro mórbido da doença agrava-se pela pancitopenia devido à hipoplasia da medula óssea,
podendo acarretar no óbito do animal (Mylonakis et al., 2004). A gravidade da doença pode va-
riar de acordo com a cepa de  E. canis (Rudoler et al., 2012), estado imunológico do animal
(Nyindo et al., 1980) e  a raça do cão infectado (Harrus et al., 1997). 

Apesar da erliquiose ser uma doença com sinais clínicos inespecíficos, alguns autores a correla-
cionam mais comumente em determinadas regiões a presença de palidez de mucosa (Sousa et
al., 2010), linfadenopatia, alterações pulmonares (Witter et al., 2013) e anorexia (Ueno et al.,
2009), demostrando que a frequência destas alterações clínicas podem se diferenciar dependen-
do da região estudada. É de importante valor a detecção destas particularidades locais, visto que
a maioria dos médicos veterinários no Brasil utiliza a presença de achados clínicos para fazer o
diagnóstico presuntivo de E. canis (Vieira et al., 2011).

Na cidade do Rio de Janeiro foi evidenciada a presença de duas cepas diferentes de E. canis,
classificadas como 56C e 70C, estas cepas promoveriam manifestações clínicas e hematológicas
distintas da doença. Os autores destacaram que o surgimento de diferentes genótipos do parasito
tem evidenciado diferentes aspectos fenotípicos, resultando em diferentes formas de apresenta-
ção da afecção o que leva a um diagnóstico ainda mais complexo da doença (Ferreira et al.,
2014).

2.3.2. Alterações laboratoriais

As alterações hematológicas mais comuns em cães com erliquiose são a presença de anemia,
trombocitopenia e leucopenia (Moreira et al., 2003; De Castro et al., 2004; Bulla et al., 2004;
Nakaghi et al., 2008; Rungsipipat et al., 2009; Ueno et al., 2009; Sousa et al., 2010; Carlos et
al., 2011; Asgarali et al., 2012; Da Silva et al., 2012; Kelly et al., 2013; Witter et al., 2013; San-
tamaria et al., 2014). Outras alterações menos frequentes observadas em cães com erliquiose são
a presença de leucocitose (Moreira et al., 2003; Scorpio et al., 2008; M’Ghirbi et al., 2009) eosi-
nofilia (Moreira et al., 2003), eosinopenia (De Castro et al., 2004; Bhadesiya e Raval, 2015; Gi-
anopoulos et al.,  2016) monocitose (De Castro et al.,  2004),  monocitopenia (Moreira et al.,
2003; Gianopoulos et al., 2016), neutrofilia (De Castro et al., 2004; Sousa et al., 2010; Bhade-
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siya e Raval, 2015; Gianopoulos et al., 2016), linfopenia (Harrus et al., 1997; Witter et al., 2013;
Bhadesiya e Raval, 2015; Gianopoulos et al., 2016) e presença de macroplaquetas (Santamaria
et al., 2014).

A grande variação dos parâmetros hematológicos de cães com erliquiose foi creditada à fase
clínica da doença em que estes animais se encontram (Harrus et al., 1997) e as alterações de leu-
cometria foram correlacionados a leucogramas de estrese, inflamatórios e por estimulação anti-
gênica (Gianopoulos et al., 2016). As alterações hematológicas que puderam ser correlacionadas
à presença da doença foram a presença de anemia, linfopenia e trombocitopenia (Witter et al.,
2013).

No entanto, outros autores demonstraram que existem divergências ao que se referem às mudan-
ças na leucometria de cães infectados experimentalmente, quando comparados a cães com infec-
ções naturais, sendo que neste último grupo não foi possível estabelecer padrões característicos
da doença na mudança dos perfis de leucócitos, demonstrando assim uma grande variedade de
resposta natural frente a infecção (Gianopoulos et al., 2016). 

Outras alterações hematológicas presentes nos cães doentes foram: diminuição do valor de he-
matócrito, do número total de ertitrócitos e aumento da concentração de hemoglobina corpuscu-
lar média (CHCM) (Bhadesiya e Raval, 2015). Ao se comparar a gravidade das alterações he-
matológicas de cães experimentalmente infectados com diferentes hemoparasitos, verificou-se
que os cães infectados com E. canis foram os que apresentavam maior severidade (Nair et al.,
2016).

Quando se comparou a presença de E. canis em cães não trombocitopênicos e trombocitopêni-
cos observou-se que este último grupo apresentava maior probabilidade de estarem parasitados.
O mesmo estudo ainda comparou a gravidade da trombocitopenia às maiores taxas da presença
do parasito, encontrando valores significativos quando a trombocitopenia apresentava-se de for-
ma grave (Bulla et al., 2004). Para cada decréscimo de 10.000 plaquetas ocorreu um aumento de
15% no risco do cão estar com erliquiose (Moonarmart et al., 2014).

Na avalição das proteínas séricas de cães infectados com E. canis foram observadas presença de
hipoproteinemia (De Castro et al., 2004; Watanabe et al., 2006; Rungsipat et al., 2009; Bhade-
siya e Raval, 2015), hipoalbuminemia (Heeb et al., 2003; Mylonakis et al., 2004; Watanabe et
al., 2006; SOUSA et al., 2010; Rungsipat et al., 2009) e hipoglobuminemia (Sousa et al., 2010),
estes achados podem ser correlacionados a presença de alterações hepáticas graves ou afecções
gastrointestinais. A presença de hipoalbuminemia pode ainda estar relacionada na fase aguda da
doença devido ao sequestro ou edema decorrente da vasculite causada pela  E. canis e na fase
crônica pela perda glomerular decorrente da glomerulonefrite (Sousa et al., 2010). Outros auto-
res porém encontraram presença de hiperproteinemia (Asgarali et al., 2012; Witter et al., 2013)
e hiperglobulinemia (Codner e Farris-Smith., 1986; Heeb et al., 2003; Rungsipat et al., 2009)
nestes cães, correlacionaram este tipo de resposta a tentativa do organismo debelar o microorga-
nismo, visto que a erliquiose canina é uma doença de caráter prolongado que promove uma for-
te resposta imune do animal, muitas vezes com eficácia inadequada (Harrus et al., 1997).

A atividade das enzimas hepáticas aspartato aminotransferase (ALT) e alanino aminotransferase
(AST) nos cães com erliquiose podem encontrar-se aumentadas (Rungsipat et al., 2009; Bhade-
siya e Raval, 2015; Do Carmo et al., 2015), visto que o fígado é um dos órgãos alvos da E. ca-
nis (De Castro et al., 2004; Mylonakis et al., 2010).
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As concentrações de ureia (Santarém et al., 2008), e creatinina nos cães infectados podem reve-
lar-se aumentadas (Santarém et al., 2008; Bhadesiya e Raval, 2015), o que indica acometimento
renal pela consequente injúria da membrana basal dos glomérulos em consequência do aumento
de anticorpos e deposição de imunocomplexos (Burghen et al., 1971).

As alterações laboratoriais em cães com erliquiose associadas a altas taxas de óbito, próximo
aos 100% foi associada à presença de anemia e leucopenia graves, aumento do tempo de trom-
boplastina parcial ativada (TTPA) e presença de hipocalemia (Shipov et al., 2008). Altos níveis
de mediadores da inflamação como, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interferon gama
(INF-γ), interleucina 4 (IL-4) e interleucina 6 (IL-6) e altos níveis marcadores de estresse oxida-
tivo como o nitrito/nitrato (NOx), peroxidação lipídica (TBARS), produtos de oxidação proteica
(AOPP) e aumento da atividade da glutationa redutase (GR) foram observados em cães na fase
aguda da erliquiose (Do Carmo et al., 2015), e demonstra um estado pró inflamatório com pre-
sença de estresse oxidativo. Estas alterações podem estar envolvidas na fisiopatogenia da doen-
ça aumentando sua gravidade (Da Silva et al., 2013).

2.3.3. Prevalência da doença

No Brasil a E. canis já foi identificada nas cinco regiões do país (Spolidorio et al., 2013; Roton-
dano et al., 2015; Cardinot et al., 2016; Gottlieb et al., 2016; Melo et al., 2016) Observa-se, en-
tretanto uma grande variação da soroprevalência em relação à região estudada, onde na cidade
de Campina Grande 72,5% dos cães avaliados encontravam-se sorologicamente positivos, em
Patos 69,4%,  Cuiabá 70,1%, Londrina 23% e Belo Horizonte  35,9% (Moreira  et  al.,  2003;
Trapp et al., 2006; Azevedo et al., 2011; Tanikawa et al., 2013; Witter et al., 2013).

Os altos índices de positividade observados nos últimos anos (Azevedo et al, 2011; Paulan et al.,
2013; Pinhanelli et al., 2015), levantam grande preocupação, visto que muitos cães podem man-
ter-se por vários anos com a forma subclínica da doença (Ramsey et al., 2010). Desta forma, es-
tes animais podem atuar como fonte de infecção para cães saudáveis e canídeos selvagens, neste
último caso sendo extremamente preocupante, visto que autores correlacionaram como possível
diminuição da matilha de canídeos silvestres à beira da extinção, a morte de filhotes pelo conta-
to dentre outros patógenos à presença de erliquiose canina (Woodroffe et al., 2012).

2.3.4. Potencial zoonótico

A E. chaffeensis é o agente etiológico da erliquiose monocítica humana, e a E. ewingi causa a
erliquiose granulocítica humana (Olano e Walker, 2002). Diferentes estudos porém identifica-
ram a presença de anticorpos anti-Erlichia canis em seres humanos assintomáticos (Perez et al.,
1996; Silva et al., 2014) inclusive em inquéritos sorológicos de triagem no Brasil (Vieira et al.,
2013). Uma questão porém sobre E. canis é que este patógeno possa atuar como zoonose, um
estudo venezuelano correlacionou à presença do parasito pela técnica da Reação em Cadeia da
Polimerase (PCR) em 30% dos casos em que os pacientes apresentavam sinais clínicos compatí-
veis com erliquiose monocítica humana (Perez et al., 2006). No Brasil a ocorrência de parasitis-
mo humano por Ripicephalus sanguineus foi descrita, servindo de alerta para o risco de uma po-
tencial transmissão de E. canis para seres humanos (Dantas-Torres et al., 2006). Mais recente-
mente foi verificada a presença de anticorpos contra E. canis em 35% das bolsas de sangue em
um banco de sangue humano na Costa Rica e destas foram possíveis identificar o DNA do para-
sita em 3.6% das amostras, o que mostra a existência da infecção pela E. canis em seres huma-
nos (Bouza-Mora et al., 2016).
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2.3.5. Diagnóstico laboratorial

Devido a não especificidade do quadro clínico–laboratorial e da grande importância da ocorrên-
cia de hemoparasitose, vários testes diagnósticos têm sido propostos para a correta identificação
deste patógeno (López et al., 2007; Aguirre et al., 2008; Jiménez et al., 2009; Kledmanel et al.,
2009; Mylonakis et al.,  2009; Ramos et al.,  2009; Chandrashekar et al.,  2010; Eshoo et al.,
2010; Schotthoefer et al., 2013). Os diferentes testes por sua vez trazem grandes divergências
em seus resultados (Aguirre et al., 2008; Scorpio et al., 2008; Hegarty et al., 2009; Santos et al.,
2009; Vargas et al., 2012; Sousa et al., 2013; Tanikawa et al., 2013; Witter et al., 2013; Maggi et
al., 2014) e averígua-se ainda a presença de reação cruzada entre os parasitos (Zanette et al.,
2014).

A correta instituição terapêutica pode diferir entre os hemoparasitoses (Maggi et al., 2014), as-
sim esta falta de concordância entre os testes pode acarretar em pacientes que sejam tratados
sem necessidade (Hegarty et al., 2009) ou que estejam sendo tratados para patógenos os quais
na realidade não sejam os reais agentes causadores da infecção.

Relata-se que em apenas 4% dos casos de hemoparasitoses observam-se a presença do parasito,
sendo gasto um tempo médio de análise de 40 a 60 minutos dependendo da experiência do pato-
logista (Harrus e Waner, 2011). Autores descrevem que cães com erliquiose podem apresentar
falsos negativos quando se utiliza somente o exame direto como diagnóstico (Rotondano et al.,
2012). Segundo Mylonakis et al. (2003) é possível a existência de um diagnóstico falso positivo
por esta técnica, visto que a observação do parasito pode ser confundida com artefatos ou com
estruturas celulares. No entanto, quando se comparou a identificação microscópica do parasita a
PCR pode-se observar que esta última apresentou maior sensibilidade (Konglieng et al., 2014).

Testes sorológicos podem ser utilizados para a identificação de cães doentes, entretanto uma das
desvantagens descrita por esta técnica é que como os anticorpos podem persistir circulantes por
um determinado tempo mesmo a posteriori de terem sidos debelados pelo cão, seja pelo trata-
mento ou de uma resposta imune efetiva (Preziosi e Cohn, 2002), estes testes não confirmam a
existência da infecção ativa, somente verificam contato com o parasito (Preziosi e Cohn, 2002;
Ravnik et al., 2011). Outra desvantagem é a possibilidade da existência de reação cruzada entre
alguns patógenos (Da Costa et al., 2005; Zanette et al., 2014).

Recentemente, proteínas recombinantes têm sido propostas como forma de evitar que ocorra a
existência de reações cruzadas entre os patógenos (Oliveira et al., 2015). Uma vantagem, no en-
tanto é que esta técnica permite verificar infecções recentes, demonstrado pela soroconversão
(Harrus e Waner, 2011). Testes diagnósticos mais modernos têm conseguido diminuir gradativa-
mente o tempo de detecção de anticorpos contra peptídeos específicos do parasito, e apresentar
positividade até 25 dias mais cedo que os testes anteriormente presentes no mercado (Moroff et
al., 2014). Outra vantagem da sorologia é a possibilidade da detecção de infecções crônicas,
quando um agente etiológico circula intravascularmente em níveis mais baixos da detecção da
PCR ou quando este parasito é sequestrado para tecidos, os quais não são utilizados na avalição
da PCR rotineiramente (Miró et al., 2008; Paltrinieri et al., 2010).

Testes sorológicos mais específicos e sensíveis têm sido produzidos com o intuito de melhorar a
qualidade dos exames, juntamente com o aumento da simplificação de seu manuseio, permitin-
do sua realização a campo sem a necessidade de equipamentos laboratoriais caros e sofisticados,
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permitindo a obtenção dos resultados quase que imediatamente. Estes testes são conhecidos
como “testes rápidos”, apresentando resultados semelhantes aos testes sorológicos tradicional-
mente utilizados para a detecção de anticorpos anti-Ehrlichia canis (Davous et al., 2014). Al-
guns “testes rápidos” utilizam peptídeos espécie específicos e ainda são capazes de promover a
detecção ao mesmo tempo de mais de um agente (Qurollo et al., 2014). Testes sorológicos com
o emprego de peptídeos específicos também têm sido utilizados para determinar a soroprevalên-
cia de diferentes genótipos, permitindo assim a realização de uma melhor determinação da pre-
valência de diferentes cepas nas regiões do Brasil (Aguiar et al., 2016).

A técnica da PCR por detectar a presença do DNA do parasito apresenta como vantagens a ca-
pacidade de detectar em somente uma amostra a presença ativa da infecção, visto que determina
a presença ou não do DNA ou RNA do patógeno (Little, 2010), pode ser utilizada para detectar
mais de um agente com apenas uma amostra (Kledmanee et al., 2009; Peleg et al., 2010; Rufino
et al., 2013); não existe a necessidade que o cão responda imunologicamente ao patógeno para
que se determine a presença ou não da infecção (Little, 2010), outra vantagem da técnica é a
possibilidade da detecção da carga parasitária no que se refere a PCR em Tempo Real – qPCR
(Francino et al., 2006; Quaresmo et al., 2009) e desta forma pode-se concomitantemente acom-
panhar o efeito do tratamento (Andrade et al., 2011).

Em relação às desvantagens da PCR pode-se citar: a necessidade de um molde adequado de se-
quências de DNA ou RNA do patógeno que se deseja investigar (Harrus e Wanner, 2011); a pos-
sibilidade de falsos-negativos devido à ações inibidoras da reação pela presença de alguns agen-
tes químicos utilizados na purificação do material genético da amostra ou a possibilidade de fal-
sos positivos devido à contaminação laboratorial com o material genético do patógeno estudado
(Maggi et al., 2014). Pode ocorrer falta de acordo entre os testes sorológicos e da PCR devido
ao momento em que a amostra é colhida, do comportamento biológico dos patógenos e a varia-
ção da resposta imune do hospedeiro (Maggi et al., 2014).

Um trabalho cujo objetivo foi comparar a técnica da PCR com ensaios sorológicos (RIFI e ELI-
SA) de cães com suspeita de infecção por agentes transmitidos por vetores descreve que do pon-
to de vista da demonstração da exposição ou identificação da infecção, o mais adequado é a jun-
ção dos resultados dos dois testes sorológicos, sendo realizados em paralelo com a PCR (Maggi
et al., 2014). O diagnóstico conclusivo, para as doenças transmitidas por carrapato está na asso-
ciação da avaliação clínica dos pacientes, somado aos resultados dos exames hematológicos e
moleculares (Pinhanelli et al., 2015). O ideal no diagnóstico das hemoparasitoses é que o médi-
co veterinário faça uma interpretação conjunta dos sinais clínicos, observação das alterações la-
boratoriais, resposta aos tratamentos associados aos resultados dos testes diagnósticos sorológi-
cos e moleculares (Maggi et al., 2014).

Outros testes têm sido propostos para permitir que o diagnóstico da erliquiose canina seja mais
apurado. Foi sugerida a utilização da técnica de amplificação isotérmica ampliada por ciclo-
LAMP para a detecção de cães infectados, esta técnica quando comparada a PCR, apresentou
ser mais efetiva que a última, pois foi capaz de identificar a presença do parasito em 54% das
amostras avaliadas em detrimento de 36,5% detectados pela técnica da PCR (Pinhanelli et al.,
2015).

36



2.3.6. Tratamento

Com relação ao tratamento da erliquiose, destaca-se a utilização das tetraciclinas e seus deriva-
dos. A doxiciclina é considerada por alguns autores como o fármaco de eleição (Harrus et al.,
1998), porque atinge elevada concentração sanguínea e tecidual (Troy e Forrester, 1990). O tra-
tamento mais preconizado é a utilização da doxiciclina, na dose de 10mg/kg, uma vez ao dia,
por 28 dias (Neer et al., 2002; Fourie et al., 2015). Porém as pesquisas com este fármaco de-
monstram melhora dos sintomas clínicos juntamente com os aspectos hematológicos, no entan-
to, a eliminação do parasito foi controversa (Breitschwerdt et al., 1998; Harrus et al., 1998). É
capaz de negativar a existência do parasito em cães com erliquiose na fase aguda e subaguda da
doença, entretanto não foi efetivo em cães na fase crônica (McClure et al., 2010). A doxiciclina
foi capaz de aumentar o número total de plaquetas, concentração de hemoglobina corpuscular
média (HCM), α-globulinas, contagem absoluta de linfócitos B CD21+ e diminuir a concentra-
ção plasmática de creatinina tanto nos cães com erliquiose canina quanto no grupo controle não
infectados, demonstrando um efeito adicional benéfico da doxiciclina não relacionada especifi -
camente a sua ação antimicrobiana (Villaescusa et al., 2015).

Outro fármaco recomendado para o tratamento da erliquiose é o imidocarb. Este promove alte-
rações morfo-funcionais do núcleo e citoplasma do parasito levando a sua destruição (Andrade e
Santarém, 2002). Sua utilização é controversa, alguns estudos, no entanto, não demonstraram
sua eficácia (Eddlestone et al., 2006). A rifampicina também já foi aventada como possibilidade
no tratamento da erliquiose canina aguda, entretanto foi possível verificar a existência da recu-
peração hematológica dos cães infectados, mas não a promoção da eliminação completa do pa-
rasito (Theodouro et al., 2013). 

2.3.7. Prevenção

Atualmente o controle do vetor transmissor da E. canis é que tem sido rotineiramente utilizado
como método preventivo da doença. Diferentes modos de evitar a contaminação dos cães pela
erliquiose têm sido propostos através do controle do carrapato marrom. Uma coleira contendo
10% de imidacloprida e 4.5% de flumetrina foi capaz de evitar a contaminação dos cães por
mais de 375 dias quando desafiados com carrapatos infectados (Stanneck e Fourier, 2013). Ou-
tra estratégia utilizada para não permitir que o artrópode transmita a erliquiose para o cão é o
uso de formulações tipo “por on”, que evitam a infestação dos animais pelo carrapato e, por
conseguinte a exposição ao patógeno. Foi possível verificar a eficácia de algumas apresentações
em mais de 96% por até quatro semanas pós-aplicação (Fourie et al., 2013).

Diferentes proteínas antigênicas da E. canis podem ser utilizadas para que se desenvolva uma
vacina baseada em sua estrutura, entretanto ainda hoje não existe uma vacina contra o parasito
disponível comercialmente (Thomas, 2016). Estirpes atenuadas do patógeno também têm sido
propostas como opções para serem utilizadas em futuras produções de vacinas (Rudoler et al.,
2012; Rudoler et al., 2015). Os primeiros resultados da utilização das cepas atenuadas de E. ca-
nis indicaram que nos grupos de cães que receberam estas estirpes quando desafiados com a es-
tirpe selvagem, apresentaram menor parasitemia (Rudoler et al., 2012) e resposta inflamatória
mais suave (Rudoler et al., 2015), demonstrando que a atenuação das E. canis futuramente po-
dem ser utilizadas para a produção de vacinas contra o parasito (Rudoler et al., 2012).

Na Índia foi possível verificar o benefício da castração sobre a saúde dos cães, quando compara -
dos aos animais não castrados. Observou-se que os cães castrados mesmo sem terem sido vaci -
nados, ou tratados individualmente para doenças infecciosas, estes se apresentavam clinicamen-
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te mais saudáveis e com menor taxa de infecção por E. canis, mesmo apresentando maior quan-
tidade de carrapatos. Pode-se associar que a castração diminuiu a prevalência da erliquiose cani -
na em cães de rua (Yoak et al., 2014).

2.4.  Hepatozoon canis

Em 1905 foi descrita pela primeira vez a infecção em cães da cidade de Tezpur na Índia pelo
Hepatozoon canis (H. canis), estes parasitos inicialmente foram denominados de “leucocytozo-
an”, pois foram observados em leucócitos de cães infectados (Bentley, 1905).

O H. canis tem o carrapato como seu hospedeiro definitivo e o cão como intermediário. Ao con-
trário do que ocorre com a maior parte dos protozoários, o H. canis é transmitido ao cão pela in-
gestão do artrópode vetor e não por sua infecção via picada (Bneth et al., 2007). O parasita pas-
sa para diferentes fases do desenvolvimento do carrapato devido sua transmissão transestadial
(Giannelli et al., 2013).

Após a ingestão do carrapato pelo cão, os esporozoítas do H. canis são liberados no intestino e
atravessam a parede infectando células mononucleares do sangue, disseminando–se tanto pela
via sanguínea quanto por via linfática. Atingem órgãos como medula óssea, baço, pulmões, lin-
fonodos e rins. Os merozoítas que se transformam em merontes pela divisão assexuada desen-
volvem-se nos tecidos dos cães infectados. Observam-se dois tipos de merontes nos tecidos, co-
nhecidos como micro e macromerozoítas. Após este processo os merontes são liberados já em
sua forma madura, que por sua vez invadem leucócitos sanguíneos e se transformam em gamon-
tes pelo processo de gamontogonia, e ainda os merontes, podem produzir merozoítas secundá-
rios nos tecidos. Pequenos cistos de H. canis formam-se nos tecidos dos animais infectados. En-
tretanto não se sabe de forma definitiva qual o papel destes cistos. O H. canis fecha seu ciclo,
quando o artrópode definitivo faz o repasto sanguíneo em um cão infectado e ingerem neutrófi -
los e monócitos infectados (Baneth e Shkap, 2003).

Além da transmissão do parasita pela ingestão do carrapato, outra forma de infecção tem sido
proposta, como a transplacentária da mãe doente para o filhote (Murata et al., 1993).

2.4.1. Epidemiologia

Existem duas espécies de Hepatozoon sp. capazes de infectar os cães. O Hepatozoon canis e o
Hepatozoon americanum (Baneth et al., 2000), apesar de Gomes et al. (2016), descreverem pela
primeira vez evidência molecular de H. americanum no país, o H. canis é tido como principal
agente causador da infecção no Brasil (Forlano et al., 2007).

No Brasil já foram descritos diferentes carrapatos como Amblyomma cajenese (O’Dwyer et al.,
2001), Amblyomma ovale (Forlano et al., 2005), Rhipicephalus boophilus microplus (De Miran-
da et al., 2011) e Rhipicephalus sanguineus (Gonçalves et al., 2014) infectados com H. canis.

A presença do parasita H. canis já foi descrita no Brasil nas regiões norte, nordeste, sul, sudeste
e centro-oeste com prevalência variando de 1 a 77,39% (Mundim et al., 2008; Spolidorio et al.;
2011; Demoner et al.; 2016; Gomes et al., 2016; Harvey et al., 2016; Malheiros et al., 2016).

Em uma área endêmica para doença no Brasil, tentou-se evidenciar a existência de hospedeiros
silvestres que pudessem servir como reservatório do agente em áreas rurais, entretanto ao se
correlacionar o Hepatozoon spp. dos roedores avaliados, não foi possível encontrar uma correla-
ção genética com os dos cães infectados nesta mesma região (Demoner et al., 2016).
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Os fatores de riscos para a contaminação com o agente têm sido demonstrados no Brasil, princi-
palmente no local da residência dos cães, sendo observada maior incidência da infecção nos ani-
mais de áreas rurais (Demoner et al., 2013). Ao que se refere a faixa etária e ao sexo não foi ob-
servado de modo geral predileção para a afecção (O’Dwyer, 2011), entretanto fatores de risco
localmente observados demonstraram maior risco de infecção em cães machos, sem raça defini-
da com menos de um ano de idade (Mundim et al., 2008). 

2.4.2. Alterações clínicas e laboratoriais

É relatado que a maioria dos animais infectados com H. canis encontra-se sem a presença de si-
nais clínicos da doença, sendo classificados como assintomáticos (Kelly et al., 2013; Harvey et
al., 2016). Porém dentre os animais que se encontram sintomáticos, pode ocorrer uma gama de
alterações clínicas, como a presença de anorexia, mucosas pálidas, apatia, hipertermia, altera-
ções pulmonares, prostração, diarreia, perda de peso, vômitos, poliúria, polidispsia (Gondim et
al., 1998; Mundim et al., 2008; Chhabra et al., 2013), dores musculares, alterações neurológicas
(Baker et al., 1988), glomerulonefrite e nefrite intersticial (Baneth e Weigler, 1997). Há relatos
de alterações clínicas atípicas da doença, como presença de osteomielite (Marchetti et al., 2009;
Shimokawa et al., 2011) e meningoencefalite (Marchetti et al., 2009).

Os cães que apresentaram maior número de leucócitos parasitados manifestaram sinais clínicos
da doença com maior gravidade quando comparados aos cães com menor quantidade de leu-
cócitos infectados (Klopfer et al., 1973).

Alterações ultrassonográficas foram correlacionadas à presença de diferentes hemoparasitos in-
cluindo cães mono e co-infectados por H. canis, revelando que nestes cães é possível observar à
diminuição da ecogenicidade hepática, distensão da vesícula biliar, presença de hepato-espleno-
megalia e ascite, demonstrando claramente um comprometimento hepato-esplênico nestes ani-
mais (Sarma et al., 2016). Entretanto em cães parasitados no Brasil não foi observada presença
de lesões na necrópsia destes animais (O’Dwyer et al., 2004).

As alterações hematológicas mais comumente encontradas em cães com H. canis foram anemia
normocítica normocrômica, leucocitose, neutrofilia com desvio nuclear a esquerda (Gondim et
al., 1998; Mundim et al., 2008; Chhabra et al., 2013), linfopenia e monocitose (Gondim et al.,
1998), entretanto outros autores descreveram a eosinofilia como sendo a alteração hematológica
mais comumente encontrada (Otranto et al., 2011; De Tomasi et al., 2014), podendo estar asso-
ciada a hiploplasia mielóide com aumento de componentes medulares precursores dos eosinófi-
los (De Tomasi et al., 2014). Outros autores, no entanto, ao avaliar as alterações hemáticas de
cães infectados, não correlacionaram significativamente com nenhuma variação dos parâmetros
hematológicos (Harvey et al., 2016). Foi observado no esfregaço sanguíneo que em coinfecções
entre H. canis e E. canis, mais de 50% dos leucócitos apresentavam-se parasitados com ambos
os patógenos, os autores sugeriram que a invasão por um parasita a uma célula leucocitária per-
mite ou facilita a invasão e o prolongamento da sobrevivência do outro parasito (Baneth et al.,
2015).

Alterações da bioquímica sérica de cães infectados demonstraram aumento da fosfatase alcalina,
uréia, creatinina, hiperproteinemia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, hipoglicemia, aumen-
to da creatino quinase, e hipercalcemia (Marchetti et al., 2009; Sakuma et al., 2009; Kaur et al.,
2012).
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2.4.3. Diagnóstico laboratorial

O diagnóstico da infecção pela observação do parasito em lâmina é comumente utilizado na ro-
tina clínica, entretanto um estudo realizado no Brasil com o intuito de estabelecer a prevalência
da doença, não observou a presença do parasita pela citoscopia em nenhum cão avaliado, en-
quanto 42,9% dos animais foram considerados positivos pela PCR (Harvey et al., 2016), de-
monstrando a melhor especificidade da última técnica no diagnóstico dos animais parasitados.

Estudos demonstraram que a PCR de sangue periférico ou de capa leucocitária são os melhores
exames para identificação do patógeno (Sasanelli et al., 2010), entretanto se esta técnica não es-
tiver disponível pode-se utilizar como alternativa a citoscopia da capa leucocitária (Otranto et
al., 2011).

Técnicas de diagnóstico para a detecção de hemoparasitos têm sido propostas. Dentre elas as
técnicas moleculares têm tido grande destaque por se mostrarem mais específicas, permitindo à
identificação da presença ativa da infeção e não só a averiguação do contato com o patógeno.
Entretanto estas técnicas são consideradas mais dispendiosas. Desta forma, recentemente foi
proposto a utilização da Reação em cadeia da polimerase “fluorescence resonance energy trans-
fer” em tempo real (qFRET-PCR) para a identificação de diferentes hemoparasitos ao mesmo
tempo, com o intuito de diminuir os gastos com diferentes reações e por se tratar de uma técnica
bastante confiável. Este exame foi utilizado na identificação da B. canis vogeli e H. canis, de-
monstrando 100% de especificidade (Kongklieng et al., 2015).

Técnicas sorológicas já foram descritas na tentativa de se obter a identificação de cães infecta-
dos, conseguindo detectar anticorpos dos cães parasitados por até sete meses pós-infecção (Go-
nen et al., 2004), porém estes testes não tem sido utilizados na rotina clínica (Grene, 2015).

2.4.4. Tratamento

Não existe um consenso sobre a instituição do tratamento de cães com hepatozoonose (De To-
masi et al., 2014) e desta forma diferentes protocolos quimioterápicos têm sido propostos com
esta finalidade. Um estudo comparou a eficácia do dipropionato de imidocarb na dosagem de 5-
6 mg uma vez por semana durante seis semanas e a associação do toltrazuril na dosagem de 15
mg uma vez ao dia por seis dias com a clindamicina 15 mg uma vez ao dia por 21 dias. Não foi
observada diferença estatística em relação aos dois protocolos e em ambos, não foi observada
cura parasitológica dos cães doentes (De Tomasi et al., 2014).

A associação entre o dipropionato de imidocarb e o toltrazuril foi testada com o intuito de me-
lhorar a resposta clínica, laboratorial e parasitária da associação dos fármacos, entretanto não foi
observada melhora em nenhum destes parâmetros nos cães infectados com H. canis (Pasa et al.,
20111).

A associação entre clindamicina e sulfadiazina por 14 dias foi capaz de diminuir a quantidade de
leucócitos parasitados, entretanto não ocorreu melhora nos sinais clínicos e laboratoriais dos
animais tratados (Kaur et al., 2012).

O principal tratamento para infecção do H. canis é a utilização de dipropionato de imidocarb,
entretanto mesmo a utilização deste fármaco não é capaz de eliminar o parasita completamente
do organismo, mesmo sendo instituídas diferentes dosagem do fármaco e sua associação com
doxiciclina (Sasanelli et al., 2010) desta forma novas drogas devem ser testadas para uma corre-
ta eliminação do parasita (Baneth, 2011).
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2.4.5. Prevenção

A prevenção da hepatozoonose deve ser baseada em evitar que os cães ingiram os carrapatos ve-
tores da doença (Baneth, 2011).

2.5. Leishmania sp.

Segundo estimativas da Organização Mundial da Saúde (OMS), a prevalência mundial das dife-
rentes formas clínicas de leishmaniose, zoonose causada por protozoários do gênero Leishma-
nia, ultrapassa os 12 milhões de casos. Trata-se de uma doença endêmica nos cinco continentes,
em 88 países localizados em regiões tropicais e subtropicais, com uma população de 350 mi -
lhões de habitantes residindo em áreas de risco. Na América latina a leishmaniose visceral (LV)
já foi identificada em 12 países, ocorrendo relatos desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, com a maior parte dos casos ocorrendo no Brasil (Who, 2006).

O primeiro caso de leishmaniose visceral humana no Brasil (LVH) data de 1913 quando Migone
descreve a  necrópsia  de um paciente  oriundo de Boa Esperança,  Corumbá -  MS (Alencar ,
1956). No último censo realizado no ano de 2014 sobre LVH no Brasil, verificou-se que entre os
anos de 2010 e 2014 foram registrados 17.164 novos casos de LV e destes,  1.178 pessoas
vieram a óbito (Brasil, 2016).

No Brasil a LV, também conhecida como calazar, é causada pela Leishmania infantum chagasi,
e sua transmissão ocorre por meio da picada de fêmeas de insetos dípteros da família Psychodi-
dae (Gontijo e Melo, 2004). Estes flebotomínios estão distribuídos por toda a América Latina,
sendo popularmente conhecidos como mosquito–palha, birigui e tatuquira (São Paulo, 2007). O
principal transmissor da doença é a Lutzomyia longipalpis, porém, a Lutzomyia cruzi já foi in-
criminada como transmissor deste protozoário no Estado do Mato Grosso do Sul (Santos et al.,
2003).

As  leishmanias  são  parasitos  intracelulares  de  células  do  sistema  mononuclear  fagocitário
(SMF) (São Paulo, 2007). Seu ciclo biológico inicia-se quando os flebotomíneos infectados com
as formas promastigotas realizam o repasto sanguíneo. As formas infectantes são inoculadas na
pele do hospedeiro, fagocitadas pelas células do SMF e, no interior dos macrófagos, diferen-
ciam-se em formas amastigotas. Estas multiplicam-se por divisão binária intracelular até rompe-
rem os macrófagos e serem novamente fagocitadas. Desta forma, disseminam-se para órgãos
linfoides tais como o fígado, baço, linfonodos e medula óssea, assim como para outras partes do
organismo, por via linfática e hematógena. Ao picar o hospedeiro vertebrado infectado, o vetor
ingere macrófagos parasitados que se romperão em seu intestino. As formas amastigotas são en-
tão liberadas, diferenciam-se em formas flageladas promastigotas, as quais originarão as formas
infectantes. O ciclo evolutivo do parasito no vetor completa-se em torno de 72 horas (São Paulo,
2007; Baneth e Solano-Gallego, 2012). 

Os flebotomíneos realizam oviposição em ambiente sombreado e rico em matéria orgânica, e
seu ciclo biológico, de ovo, larva, pupa a adulto, leva em torno de 30 dias para se completar
(Morrison et al., 1993). A atividade hematofágica é realizada pelas fêmeas, predominantemente
à noite, iniciando-se cerca de uma hora após o crepúsculo (Camargo-Neves et al., 2001). A vida
média das fêmeas é de 20 dias (Morrison et al., 1993).

Apesar de alguns estudos aventarem a possibilidade da ocorrência da transmissão da leishmani-
ose visceral por meio de outros vetores invertebrados, como a Ctenocephalides felis (Ferreira et
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al., 2009) e o  Rhipicephalus sanguineus (Coutinho et al., 2005, Solano-Galleno et al., 2012;
Viol et al., 2016) ainda não existe comprovação de tal fato. Porém foi comprovada a transmis-
são tranestadial e transovariana até a terceira geração no carrapato vetor, onde foi comprovado
que as fêmeas e as ninfas apresentam a maior taxa de infecção (Dabaghmanesh et al., 2016). No
homem já foi reportada a transmissão da doença sem a necessidade de um vetor, como ocorre
nos casos de transfusão sanguínea, ou pelo compartilhamento de agulhas contaminadas com
sangue infectado (Pearson e Sousa, 1996) e em cães existem relatos da possibilidade da trans-
missão do parasito por meio de brigas (Naucke et al., 2016), além da transmissão transplacentá-
ria da mãe para os filhotes (Da Silva et al., 2009).

O quadro clínico nos cães é semelhante ao dos humanos, exceto pelo desenvolvimento de lesões
de pele. Desta forma, a espécie canina assume singular papel como modelo experimental da do-
ença no homem (Koutinas et al., 1992). Os cães podem apresentar sintomas inespecíficos, tais
como febre, anemia, linfoadenopatia, hepato e esplenomegalia e perda progressiva de peso evo-
luindo para caquexia (Genaro, 1993; Baneth e Solano-Gallego, 2012). As lesões cutâneas são
frequentes e apresentam padrões variados, que compreendem uma excessiva descamação da
epiderme, áreas de alopecia, ulcerações e onicogrifose (Feitosa et al., 2000). O período de incu-
bação da doença no cão pode variar de três meses a dois anos (Genaro, 1993). 

O diagnóstico clínico de cães com leishmaniose pode ser problemático visto que existe uma
gama de sintomas não específicos levando a uma ampla variedade de apresentações (Blavier et
al., 2001), além da elevada taxa de cães assintomáticos (Baneth e Solano-Gallego, 2012). Foi
observado que cães sintomáticos apresentam maior carga parasitária, quando comparados aos
assintomáticos (Losada-Barragán et al., 2016). No Brasil a quantidade de cães assintomáticos
encontra-se em torno de 40 a 60% dos animais infectados (Brasil, 2006). 

A principal causa da morte de cães com a doença é a insuficiência renal, decorrente de quadros
de glomerulonefrite e nefrite intersticial. Alguns cães apresentam alterações digestórias devido à
presença de ulcerações na mucosa gástrica e intestinal. Podem-se verificar também diáteses he-
morrágicas, tais como epistaxe, e alterações oftálmicas como ceratoconjuntivite, uveíte e altera-
ções incomuns como glossite. Muitos cães desenvolvem problemas locomotores com manifesta-
ções clínicas decorrentes de poliartrite, polimiosite e até osteomielite (Noli, 1999; Feitosa et al.,
2005; Alexandre-Pires, 2008; Baneth; Solano-Gallego, 2012; TANGALIDI et al., 2016).

Apesar de pouco frequente, existem relatos de alterações neurológicas em cães com leishmanio-
se visceral, com ou sem a participação de outros agentes oportunistas. Dentre elas destacam-se
convulsões generalizadas, mioclonias, vocalização, anisocoria, midríase bilateral, nistagmo, le-
são de nervos cranianos, inclinação da cabeça, andar em círculos, ataxia, tremor de intenção, te -
traparesia e tetraplegia (Marcondes, 2008). Apesar desses relatos, a patogenia da doença no sis-
tema nervoso não está totalmente esclarecida (Feitosa et al., 2000).

Após a inoculação de parasitos na pele, os macrófagos infectados agem como apresentadores de
antígeno, estimulando preferencialmente linfócitos T auxiliares do subtipo Th1, que participam
da resposta imune celular, ou Th2, que estimulam o desenvolvimento de resposta imune humo-
ral (Lopez et al., 1996; Noli, 1999).

Quando ativadas, as células Th1 produzem citocinas pró-inflamatórias, tais como o fator de ne-
crose tumoral (TNF-α), as interleucinas IL-2, IL 6 e IL12 e o interferon gama (IFN-γ), um po-
tente indutor da formação de superóxido e óxido nítrico pelos macrófagos. Esses radicais livres
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são tóxicos para os parasitos, podendo levar ao controle do parasitismo, com eliminação da in-
fecção. A IL-12, liberada no início do processo inflamatório, desempenha um papel crucial no
controle da doença, já que influencia a resposta imune inata e a subsequente ativação de células
TCD4+ do tipo Th1 (Pinelli et al., 1999; Weaver et al., 2007; Abbas et al., 2008). 

Por outro lado, quando a infecção induz a uma resposta de linfócitos Th2, há síntese de citocinas
anti-inflamatórias como as interleucinas IL-4, IL-5, IL-13, bem como o fator de crescimento
beta (TGF-β), com subsequente proliferação de linfócito B e produção de anticorpos (Martínez-
Moreno et al., 1995; Santos-Gomes et al., 2002; Weaver et al., 2007). A produção de anticorpos,
principalmente IgG, é elevada e promove mais danos do que proteção ao hospedeiro, devido à
formação de grande quantidade de imunocomplexos circulantes, que se depositam em vários ór-
gãos e tecidos (Pinelli et al., 1999; Abbas et al., 2008).

Acredita-se que a resistência e a susceptibilidade à leishmaniose visceral possam ter bases
genéticas, genes candidatos à promoção da susceptibilidade a doença tem sido propostos. O
gene Slc11c1 tem sido apontado como um promotor da produção da proteína transportadora
de ferro, envolvida no controle da replicação intrafagossomal dos parasitos e na ativação
dos macrófagos (Altet et al., 2002). Cães que apresentaram mutações neste gene eram mais
susceptíveis a doença. Mutações neste gene são vistos em maior frequência em cães da raça
boxer. Desta forma a maior susceptibilidade a doença nos cães desta raça foi correlacionada
à presença de mutações genéticas (Sanchez-Robert et al., 2005).

2.5.1. Epidemiologia

A doença,  que durante muitos anos  se manifestava predominantemente em áreas rurais,  nos
últimos anos vêm se apresentando em áreas urbanas (Who, 2006; Jardim et al.,  2014). Esta
inversão é atribuída à grande migração da população rural para os subúrbios das áreas urbanas,
levando à formação de locais densamente populosos, muitas vezes sem estrutura mínima de
saneamento,  criando  assim  um  local  propício  para  a  proliferação  do  flebótomo.  Nesses
assentamentos, o parasito recém-introduzido encontra um grande número de indivíduos com
baixa imunidade e  desnutridos,  mais  vulneráveis  a  doença (Who,  2006).  Recentemente  um
estudo avaliou a presença do vetor em áreas habitadas e em regiões de florestas do Brasil, foi
possível  verificar  a maior presença do flebótomo parasitado em locais pertos  de habitações
humanas,  o  que reforça  a  afirmação que atualmente  a  transmissão do parasito  ocorra  mais
comumente em áreas peridomiciliadas (Dorval et al., 2016).

A prevalência de leishmaniose visceral em cães em áreas endêmicas pode atingir de 20 a 40%
da população. Acredita-se que em áreas com alta infecção em cães a incidência na população
humana varie de 1 a 2% (Castro, 1996; Santa-Rosa, 1997; Baneth e Solano-Gallego, 2012).

Foi demonstrada recentemente uma intensa expansão geográfica da leishmaniose em cães do
Estado de Rio Janeiro, mesmo existindo ações rotineiras na tentativa de controle da afecção em
regiões endêmicas do Estado. Porém infelizmente os estudos no estado tem demonstrado um au-
mento no número de casos de cães doentes (Silva et al., 2015) e o surgimento de novas regiões
com a  presença  do agente,  revelando o aumento  de  focos  emergentes  da  doença  no Brasil
(D’Andrea et al., 2015).
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2.5.2. Classificação da Leishmaniose canina

A classificação dos cães com leishmaniose adotada anteriormente baseava-se exclusivamente
nos resultados do exame físico destes animais, que eram então classificados da seguinte forma:
assintomáticos, oligossintomáticos e polissintomáticos (Mancianti et al., 1988). Mais recente-
mente averiguou-se que esta classificação apresentava valor restrito, pois cães mesmo visual-
mente  sem manifestações  clínicas  da doença  apresentavam disfunções  orgânicas  ressaltadas
através dos exames complementares (Baneth e Solano-Gallego, 2012). Assim os exames com-
plementares começaram a fazer parte da nova classificação dos cães com leishmaniose. Desta
forma a classificação atualmente mais aceita é a seguinte: 1) Cães expostos – Estes animais não
apresentam evidências de alterações clínico-patológicas, porém possuem sorologia positiva com
titulação com até quatro vezes o valor de corte do exame. 2) Cães infectados – Não apresentam
alterações clínico-patológicas, porém é demonstrado a presença do parasito, seja por métodos
diretos, como a PCR, microscopia ou cultura parasitária, ou ainda pela utilização de métodos in-
diretos como a sorologia, quando os valores da titulação encontrados estejam à cima de quatro
vezes o valor de corte do exame. 3) Cães doentes – São observadas alterações clínico-patológi-
cas com associação da presença do parasito como descrito anteriormente. 4) Cães infectados cli -
nicamente doentes – Observa-se evidências clínico-patológicas da doença com a demonstração
do parasito, como anteriormente descrito. 5) Cães severamente doentes – Apresentam evidên-
cias clínico-patológicas severas da doença, como presença de nefropatia com proteinúria, insufi-
ciência renal crônica, doença ocular grave, presença de doenças infecciosas, parasitárias, neo-
plásicas, endócrinas ou metabólicas concomitante, além das evidências laboratoriais da presença
do parasito como descrito anteriormente (Solano-Gallego et al., 2009). Desta forma evidencian-
do a grande importância dos exames complementares para a atual classificação dos cães com
leishmaniose. 

2.5.3. Alterações laboratoriais 

As alterações laboratoriais encontradas em cães com leishmaniose visceral são diversas, e forne-
cem subsídios para a avaliação do quadro clínico do animal e de seu prognóstico (Medeiros et
al., 2008; Nicolato et al., 2013). O mielograma de cães infectados independente da apresentação
clínica revela alta carga parasitária medular e presença das seguintes alterações: displasia mega-
cariocítica, aplasia medular e presença multifocal a difusa de granulomas, afetando assim o per-
fil hematopoiético das células sanguíneas na circulação sistêmica (Momo et al., 2014). Em rela-
ção às alterações eritrocitárias dos cães com leishmaniose observa-se que de 50% a 70% dos
animais podem apresentar anemia, a qual tem como principais características ser normocítica
normocrômica (Medeiros et al., 2008; Solano-Gallego e Baneth, 2012) e arregenerativa (So-
lano-Gallego e Baneth, 2012). Foi demonstrado através de um estudo que avaliou o mielograma
de cães com leishmaniose a presença de menor quantidade de proeritroblastos, eritroblastos ba-
sofílicos e menor contagem de células das linhagens finais eritropoiéticas como os eritroblastos
ortocromáticos. Este estudo conseguiu relacionar que os cães que apresentavam diminuição de
contagem da série eritroblástica na medula, também apresentavam níveis mais baixos de eri-
trócitos, hemoglobina e hematócrito (Nicolato et al., 2013). 

Outros mecanismos para a apresentação da anemia em cães com leishmaniose também foram
propostos, como a diminuição da eritropoiese devido ao caráter crônico da doença, perda san-
guínea (Ikeda-Garcia et al., 2003; Solano-Gallego e Baneth, 2012), diminuição eritrocitária de-
vido a produção de anticorpos autoimunes ou pela doença renal crônica (Solano-Gallego e Ba-
neth, 2012). Anemias graves foram correlacionadas aos cães que se apresentavam clinicamente
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sintomáticos (Reis et al., 2006) e aos animais com maior carga parasitária (Guerra et al., 2008).
A presença da anemia juntamente com a trombocitopenia parecem ser as primeiras alterações
clínico-laboratoriais a ser manifestada por cães com leishmaniose (Manzillo et al., 2013). 

Em elação às alterações da linhagem de células brancas em cães com leishmaniose, observa-se
uma controvérsia entre os resultados encontrados em diferentes trabalhos, que demonstram a
presença de leucocitose (Aguiar et al., 2007; Freitas et al., 2012; Sonoda et al., 2013), leucope-
nia (Ikeda-Guarcia et al., 2003; Da Silva et al., 2011; Nicolato et al., 2013) ou de resultados
muito próximos entre leucocitose e leucopenia (Medeiros et al., 2008). Em relação aos linfóci-
tos é observado de igual forma uma divergência de resultados entre os pacientes caninos com
leishmaniose, obtendo-se resultados deste linfocitose (Ikeda-Guarcia et al., 2003; Abreu-Silva et
al., 2008) a linfopenia (Ikeda-Guarcia et al., 2003; Medeiros et al., 2008) ou ainda apresentação
de linfocitose/linfopenia dependendo da fase clínica que este paciente se encontra, onde cães as-
sintomáticos apresentaram-se com linfocitose e cães sintomáticos com linfopenia (Reis et al.,
2008; Nicolato et al., 2013). Níveis mais elevados de linfócitos CD8 foram relacionados a paci-
entes que apresentavam menor parasitismo esplênico e apresentação fenotípica assintomática,
demonstrando uma resposta eficaz (Reis et al., 2006). Foram observadas presença de neutrofilia
em cães com Leishmania sp., e em alguns casos esta alteração foi associada à presença de infec-
ções concomitantes (Ikeda-Guarcia et al., 2003), em outros relatos porém foi observado a pre-
sença de um incremento nas precursoras da linhagem de células neutrofílicas no mielograma
destes cães, culminando no aumento de neutrófilos maduros na circulação sistêmica, relaciona-
do principalmente a pacientes que apresentavam maior carga parasitária (Tróia De Abreu et al.,
2011; Nicolato et al., 2013).

A eosinofilia (Medeiros et al., 2008) e eosinopenia (Reis et al., 2006; Guerra et al., 2008) já fo-
ram relatadas em cães com Leishmania sp. porém esta última alteração foi correlacionada a di-
minuição das células precursoras de eosinófilos no mielograma destes pacientes, sendo  associa-
da a cães que apresentavam sinais clínicos da doença e alta carga parasitária (Tróia De Abreu et
al., 2011; Nicolato et al., 2013) A Monocitose (Medeiros et al., 2008) e a monocitopenia (Reis et
al., 2006; Guerra et al., 2008) foram evidenciadas em cães com leishmaniose, porem esta última
foi associada a cães com alta parasitemia (Reis et al., 2006; Guerra et al., 2008; Nicolato et al.,
2013). 

Em suma às alterações das linhagens eritróides e leucocíticas em cães com leishmaniose são di-
versas, porém os pacientes que possuam a associação entre anemia e leucopenia devido à eosi-
nopenia, monocitopenia ou linfopenia parecem apresentar quadros mais severos da doença (Ni-
colato et al., 2013). Demonstrando que o hemograma apresenta-se como um subsídio muito im-
portante na avaliação da resposta do cão frente à infecção (Ikeda-Garcia et al., 2003). A trombo-
citopenia também é relatada frequentemente como achado laboratorial em animais com leishma-
niose (Medeiros et al., 2008), sendo uma das primeiras alterações a serem encontradas em cães
com Leishmania sp. (Manzillo et al., 2013). Acredita-se que a trombocitopenia possa ocorrer de-
vido a reações imunomediadas (Cortese et al., 2009) ou pela displasia megacariocítica presente
nestes cães devido a infecção (Manzillo et al., 2006).

Na leishmaniose canina, diferentes alterações bioquímicas são relatadas, dentre elas destacam-
se: presença de hipoalbuminemia e hiperglobulinemia (Ciaramella et al., 1997; Almeida et al.,
2005; Reis et al., 2006; Castro et al., 2012; Manzillo et al., 2013; Costa et al., 2015), estas alte-
rações estão relacionadas ao aumento da concentração plasmática das frações β e γ que seriam
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as responsáveis pelo aumento global das globulinas, e no que se refere a hipoalbuminemia está
relacionada a perda na urina devido a nefropatia, doenças hepáticas, subnutrição ou por combi-
nações destas (Amusategui et al., 2003). Observa-se que a relação albumina/globulina(A/G) en-
contra-se diminuída em cães fenotipicamente oligossintomáticos e esta relação é encontrada
com valores ainda menores em cães fenotipicamente sintomáticos (Reis et al., 2006; Giunchetti
et al., 2008).

As enzimas hepáticas que mais comumente encontram-se aumentadas são a alanino aminotrans-
ferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST) (Abreu-Silva et al., 2008). É descrito que em
16% dos cães com leishmaniose pode ocorrer o aumento das enzimas hepáticas (Ciaramella et
al., 1997). Outros estudos, no entanto não evidenciaram alterações nas enzimas hepáticas de
cães com leishmaniose (Castro et al., 2012) e outros autores descrevem que alterações das enzi-
mas hepáticas de cães com leishmaniose não são frequentes (Amusategui et al., 2003).

Os aumentos séricos de ureia e creatinina em cães com leishmaniose é um achado comum, sen-
do encontrado em 45% destes animais (Amusategui et al., 2003). Cães filhotes experimental -
mente infectados com Leishmania sp. demonstraram que o aumento sérico da ureia e/ou da cre-
atinina ocorrem na fase mais tardia da doença (Manzillo et al., 2013), porém outro trabalho evi-
denciou um aumento precoce da ureia e creatinina em cães naturalmente infectados logo após a
soroconversão, indicando que alterações na função renal ocorre em um período curto pós infec-
ção (Alves et al., 2013).

Torrecilha et al., (2016) demonstraram recentemente que a carga parasitária dos cães infectados
está correlacionada com a severidade das alterações físicas e laboratoriais. Estes autores sugeri -
ram que os exames laboratoriais utilizados na rotina clínica tem alto valor preditivo em relação
à intensidade da infecção periférica, o que demonstraria que os cães com os valores laboratoriais
alterados teriam maior capacidade de transmitir o parasito.

2.5.4. Diagnóstico laboratorial

Os exames complementares possuem restrições em relação ao diagnóstico da leishmaniose cani-
na. A identificação parasitológica tem caráter limitado devido a sua baixa sensibilidade, por re-
querer repetidas amostragens de tecidos e ainda exigir técnicos de laboratório experientes para
sua análise, além de ser muito invasiva demorada e laboriosa. Desta forma é considerado um
teste inapropriado para a detecção de cães com leishmaniose (Quaresma et al., 2009). 

Os exames sorológicos por sua vez também possuem restrições quanto a sua utilização. Visto
que os exames sorológicos utilizados como método de triagem – Ensaio de Imunoabsorção En-
zimática - ELISA e confirmatório –Reação de Imunofluorescência Indireta – RIFI pelo Ministé-
rio da Saúde do Brasil até o ano de 2011 (Brasil, 2012), apresentaram uma menor taxa de identi-
ficação de cães com leishmaniose, 6,2% da população estudada, quando comparada ao novo tes-
te de triagem indicado pelo Ministério da Saúde do Brasil a partir de 2012 – DPP (Dual-Path
Platform) associado ao teste confirmatório – ELISA, demonstrando a presença de 8,1% de cães
infectados com Leishmania sp. na mesma população. Evidenciando uma possível falha na iden-
tificação de cães com leishmaniose visceral durante vários anos, nos quais os primeiros testes
eram recomendados, permitindo assim que uma parcela dos cães infectados não fosse correta-
mente identificada (Coura – Vital et al., 2014). 

Recentemente foi novamente avaliada a eficácia do protocolo de triagem com DPP e confirma-
tório com ELISA (atualmente indicado como método de diagnóstico de cães com leishmaniose)
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frente ao protocolo anterior, que como teste de triagem utilizava o ELISA e confirmatório pelo
teste da RIFI, confirmando a melhor eficácia do teste protocolo apresentando maior especifici -
dade (Fraga et al., 2016).

Alguns testes sorológicos utilizados para o diagnóstico da leishmaniose demonstraram presença
de reação cruzada com diferentes patógenos como E. canis (Oliveira et al., 2008; Zanette et al.,
2014), Trypanossoma cruzi (Alves et al., 2012; Zanette et al., 2014), Toxoplasma gondii (Zanet-
te et al., 2014), Babesia canis (Oliveira et al., 2008; Zanette et al., 2014; Laurenti et al., 2014) e
Neospora canis (Zanette et al., 2014). Além disto, os testes sorológicos podem falhar em detec-
tar cães infectados no período pré-patente e antes da soroconversão, cães que nunca farão soro-
conversão, e cães que se convertem em soronegativos, mas ainda permanecem infectados (Fei-
tosa et al., 2000; Ikeda et al., 2006).

Outros autores descrevem a não existência de reação cruzada da L. chagasi entre a E. canis e B.
canis vogeli, e sim que ocorre a coinfecção entre estes patógenos (Oliveira et al., 2008; Krawc-
zak et al., 2015).

A ocorrência de reação cruzada nos testes sorológicos é controversa, havendo trabalhos que a
confirmam e outros que a negam, entretanto, todos os trabalhos acerca de técnicas sorológicas
na detecção da leishmaniose visceral demonstram um significativo percentual de falsos positi-
vos principalmente para as técnicas de ELISA e RIFI, mas também foi evidenciada a mesma fa-
lha nos testes atualmente preconizados de imunocromatografia (Barbosa-De-Deus et al., 2002;
Ferreira et al., 2007; Oliveira et al., 2008; Grimaldi et al., 2012; Ker et al., 2013; Krawczak et
al., 2015).

A discordância entre os trabalhos pode ocorrer devido à variedade de técnicas e antígenos em-
pregados nos testes, alguns fazem uso de antígenos brutos de Leishmania sp., enquanto outros
utilizam amostras purificadas, contendo antígenos específicos de L. chagasi, denominados testes
de ELISA homólogos. A variação na especificidade se explicaria porque na utilização de antíge-
nos brutos existirem proteínas comuns a diferentes leishmanias, algumas não visceralizantes, e
até mesmo comuns a outros hemoparasitos. Por outro lado, a utilização de testes com antígenos
homólogos poderia haver prejuízo à sensibilidade (Barbosa–De-Deus et al., 2002; Mettler et al.,
2005; Alves et al., 2012; Da Silva et al., 2013).

Em diversos  trabalhos os  testes  imunocromatográficos  utilizando antígenos rK26 e rK39 se
mostraram mais específicos que os testes sorológicos de ELISA, RIFI e o teste de aglutinação
direta (DAT) (Grimaldi et al., 2012; Da Silva et al., 2013; Ker et al., 2013; Krawczak et al.,
2015). Entretanto, há um significativo percentual de falsos negativos, questão resolvida quando
é aplicado na mesma população um teste amplo, com grande sensibilidade, como o teste ELISA
(Quinnel et al., 2013). Outro fator a favor dessa técnica é a agilidade nos resultados, que são ob-
tidos em minutos após a coleta do sangue, tornando esse teste ideal para os programas de con-
trole da doença, pois permite que se tome a medida adequada no momento do diagnóstico posi-
tivo (Quinnel et al., 2013).

Técnicas moleculares também podem ser utilizadas no diagnóstico da leishmaniose visceral. A
PCR permite identificar e ampliar seletivamente sequências de DNA do parasito em uma varie-
dade de tecidos, incluindo medula óssea, aspirados de linfonodos, baço, fígado, biópsias cutâ-
neas, conjuntiva, sangue, liquor e em cotes de tecidos parafinados e congelados (Solano-Gallego
et al., 2009; Quaresma et al., 2009; Maia et al., 2009; Nunes et al., 2007; Lombardo et al., 2012;
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Colombo et al., 2015; Silva et al., 2016). Nesta técnica, existe uma ampla variedade de alvos e
iniciadores disponíveis para o diagnóstico molecular da leishmaniose, o que dificulta a inserção
da técnica na rotina dos serviços de saúde. Sendo assim ainda não existe um procedimento pa -
drão ouro para o diagnóstico de  Leishmania sp.  Desta forma para o correto diagnóstico da
leishmaniose, o ideal é que ocorra uma junção da PCR com os demais testes diagnósticos a fim
de aumentar a sensibilidade e diminuir possíveis resultados errôneos em relação ao diagnóstico
da afecção (Cakan et al., 2010). 

2.5.5. Prevenção

Diferentes coleiras repelentes têm sido utilizadas com o objetivo de impedir que cães sejam pi-
cados por vetores capazes de transmitir a doença. Recentemente foi demonstrado que uma colei -
ra impregnada com 10% de imidacloprida + 4.5% de flumetrina permitiu que somente 5,5% dos
animais estudados se infectassem com  L. chagasi,  quando desafiados em área endêmica, de-
monstrando a necessidade da utilização de repelentes no auxílio ao combate da doença (Brianti
et al., 2016). A associação entre diferentes tipos de repelentes do flebotomínio mostrou-se eficaz
em diminuir o número de cães infectados em área endêmica, quando comparados aos animais
que utilizaram somente um método de controle contra o vetor (Goyena et al., 2016).

As vacinas no mercado tem demonstrado diminuição de mais de 70% da parasitemia esplênica
de cães que mesmos vacinados ainda se infectam, demonstrando que mesmo os animais que se
tornam portador da doença, a mantêm com menor carga parasitária (Resende et al., 2016).

2.6. Lesões renais em decorrência de infecções transmitidas por vetores

Lesões renais em humanos e em animais, tem sido descritas em consequência das infecções por
hemoparasitos, como o caso de glomerulonefrites em pacientes humanos com doença de Lyme
(McCausland et al., 2011; Rolla et al., 2013), acarretando lesão renal grave, levando o paciente a
realização de diálise por meses, até sua total recuperação (Kirmizis et al., 2004), nos cães a
Borrelia  burgdorferi (agente  causador  da  doença  de  Lyme)  acarreta  glomerulonefrite
membranoproliferativa imuno-mediada, quase sempre fatal (Dambach et al., 1997).

Outro agente infecioso capaz de induzir lesões renais graves é a Leishmania infantum chagasi,
onde  92%  dos  cães,  cujos  rins  foram  avaliados,  apresentaram  glomerulonefrite
membranoproliferativa, sendo que em 8% destes animais foi possível detectar a presença de
amastigotas,  por  meio  da  imunohistoquímica  (Dos  Santos  et  al.,  2013).  Foi  observado que
mesmo com soroconversão recente, os cães infectados já demonstravam lesões glomerulares,
estas alterações renais encontravam-se presentes mesmo na fase inicial da infecção, mesmo sem
o aumento de ureia e creatinina (Alves et al., 2013). A principal causa de óbito nos cães com
leishmaniose  visceral  é  a  nefrite  proteinúrica  crônica,  que  em  sua  fase  final  evolui  para
síndrome nefrótica,  associada ou não a  hipertensão arterial  sistêmica (Koutinas  e  Koutinas,
2014).

Cães  experimentalmente  infectados  com  Ehrlichia  canis apresentaram  vasculite  renal  e
glomerulonefrite, com infiltrados de células mononucleares na fase aguda da doença (De Castro
et al., 2004) e proteinúria (Codner et al., 1992). Nas fases subclínica e crônica da erliquiose mo-
nocítica ocorre estímulo constante do sistema imune, desencadeando glomerulonefrite induzida
por deposição de imunocomplexos, com alterações renais silenciosas que evoluem para doença
renal terminal (Silva et al., 2015). 
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Depósitos multifocais de IGM foram demonstrados por imunohistoquímica nas artérias inflama-
das e glomérulos renais, em consequência da intensa imunoestimulação em cães com babesiose
(Wozniak et al., 1997). A babesiose canina pode culminar em morte, decorrente das consequên-
cias da lesão renal  aguda,  mesmo após a correta instituição do tratamento (Camacho et al.,
2002). Oito cães que foram a óbito devido a complicações de Babesia canis demonstraram pre-
sença de degeneração hidrópica e necrose em células tubulares renais, em alguns cães foi possí -
vel observar a presença de necrose em todos os túbulos renais (Máthé et al., 2007). Outra es -
pécie de babésia que pode levar a lesão renal é a Babesia gibsoni que pode culminar em protei-
núria, devido à doença glomerular imunomediada (Slade et al., 2011). 

Lesão renal grave também já foi reportada em humanos infectados com Babesia sp., promoven-
do lesão tubular e nefrite intersticial aguda. Sendo observada nestes pacientes presença de eri -
trócitos parasitados pela Babesia sp. na sedimentoscopia urinária (Luciano et al., 2013).

As principais lesões encontradas nos rins de cães infectados por Hepatozoon canis foram ami-
loidose, nefrite e glomerulonefrite intersticial (Macintire et al., 1997). Sendo possível observar a
presença de esquizontes nos rins, desencadeando a lesão renal (Baneth e Weigler, 1997).

Devido a grande correlação entre doenças infeciosas e lesões renais, segundo Goldstein et al.
(2013), quando um cão apresentar evidências clínicas de doenças infecciosas associada à pre-
sença de proteinúria, deve-se suspeitar imediatamente que uma doença glomerular pode encon-
tra-se ativa. Desta forma, assim que o paciente tenha sido diagnosticado com um agente infecci-
oso em associação a uma doença glomerular, o tratamento deve ser instituído o mais breve pos-
sível, tanto contra o agente, quanto para a proteinúria, pois cães com proteinúria mesmo com
ausência de azotemia, pode desenvolver doença renal progressiva associada à infecção, com
consequências potencialmente graves podendo culminar em doença renal crônica.

A doença renal crônica ocorre quando alterações funcionais ou estruturais encontram-se presen-
te nos rins por mais de três meses, tendo como causas base diferentes distúrbios. Como a doença
renal crônica encontra-se instalada por um período de tempo longo, é considerada como uma
doença progressiva e sem cura (Polzin, 2011).

A identificação da doença renal crônica baseia-se inicialmente nos valores séricos de creatinina,
que ainda hoje são considerados o diagnóstico padrão ouro para a doença. A mais nova classifi-
cação da doença renal crônica de cães está embasada nas instruções da Sociedade Internacional
de Interesse Renal (Iris, 2015) que subdividem a doença em diferentes estágios. Secundariamen-
te ao estadiamento, estes estágios são subdivididos de acordo com o grau de proteinúria e pres-
são arterial sistêmica dos cães.

O aumento da creatinina ocorre de forma tardia, ou seja, quando 66 a 75% dos néfrons demons-
tram incapacidade funcional, como descrito por Freitas et al. (2014), não sendo um bom indica-
dor de lesão renal precoce. Os mecanismos da progressão da doença renal crônica ainda perma-
necem desconhecidos, pois não se sabe ao certo se lesões ativas esporádicas levam a danos cu-
mulativos, ou se estresses permanentes culminam em lesões renais terminais com perda da mas-
sa renal funcional (Cowgill et al., 2016).

Novos biomarcadores de soro e urina estão sendo avaliados em humanos e animais na tentativa
de melhorar a capacidade de diagnosticar com precisão as doenças renais agudas e crônicas in-
cluindo o potencial para a detecção precoce da injúria. Além disso, estes biomarcadores ajudam
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a identificar os vários processos que levam a doença renal, tais como, dano glomerular ou dis-
função tubular (Cobrin et al., 2013).

Desta forma o estudo de novos biomarcadores que predizem o início precoce da lesão renal, têm
sido pesquisado com grande interesse (Cowgill et al., 2016), na última década, o campo emer-
gente da proteômica clínica revigora a esperança de identificar novos biomarcadores no plasma
e urina para caracterizar causa e curso de lesão renal (Siew et al., 2011). A demanda por testes e
marcadores para detectar estágios iniciais da injúria renal, vem impulsionando o estudo de no-
vas ferramentas diagnósticas. Na medicina, a aplicação experimental de biomarcadores já é rea-
lidade, mas, na medicina veterinária o alto custo dos ensaios, carência de reagentes espécie-
específicos representam grandes entraves. Alguns biomarcadores renais como N-acetil-beta-d-
glicosaminidase (NAG), γ-glutamil-transpeptidase urinária (GGTU), Fosfatase alcalina urinária
(FAu) e Cistatina C, já vem sendo estudados na medicina veterinária, assim como a detecção de
proteínas de baixo peso molecular na urina, como a microalbuminúria indicando dano tubular
renal (Castro et al., 2016) e segundo Freitas et al. (2014) a identificação de proteinúria nos cães
é considerada como um marcador precoce da lesão renal aguda, sendo de fácil mensuração e re-
alização.

Proteinúria recorrente tem sido fortemente associada a riscos de progressão da lesão renal nos
animais. A evidência de proteína sendo excretada na urina está correlacionada com doença renal
crônica progressiva em cães e gatos (Cowgill et al., 2016). E ainda, a presença de proteinúria
pode ser a primeira alteração detectada em doenças genéticas renais familiares, demonstrando
que a identificação da proteína na urina, pode ser um marcador precoce de lesão renal. (Lees et
al., 1998; Lavoué et al., 2015).

Um biomarcador  utilizado na medicina veterinária é a mensuração da atividade urinária  da
gama glutamiltransferase  (GGTU),  uma enzima produzida  pelo  epitélio  tubular  renal  tendo
como função promover a desintoxicação das células renais, operar nos processos de biossíntese
de leucotrienos e ainda promover o biotransporte de aminoácidos renais (Castonguav et al.,
2003). Sua presença na urina indica lesão renal, pois a GGT sérica possui peso molecular muito
alto para ser filtrada pelo glomérulo. A presença da enzima na urina demonstra uma lesão tubu-
lar aguda de forma precoce, e sua detecção na urina ocorre antes de evidências de azotemia nos
cães (Thrall et al., 2012).

Foi utilizada a mensuração da GGT em células renais, in vitro, como parâmetro para identificar
a presença de toxicidade renal precoce, durante a utilização de gentamicina. Esta enzima foi ca-
paz de evidenciar a presença de lesão tubular proximal, demonstrando que a nefrotoxicidade foi
dose dependente, e quando mensurada in vivo foi capaz de demonstrar a toxicidade renal, acom-
panhado de o retorno a normalidade, após a suspensão da utilização do fármaco (Van Der Harts
et al., 2005).

Sabe-se que a densidade urinária (DEU) é a medida da concentração da urina. Entretanto, diver-
sas variáveis podem alterar seus valores, sendo a presença de solutos um deles. Desta forma sua
variação pode alterar os valores do GGT na urina. Devido a este fato Deschepper et al. (1989)
propuseram uma fórmula de correção, para evitar a interferência da variação da DEU, podendo
ser utilizada em uma única amostra de urina, permitindo que deste modo exista uma padroniza-
ção dos resultados.
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Sabe-se que a análise da função renal pode ser avaliada pelos níveis da GGT urinária (Amaral,
2016), e pela relação entre gama glutamiltransferase e cretinina (GGTU/CrU), pois  embora a
atividade da concentração, tanto da GGT como da creatinina na urina, apresentaram variação
isoladamente, sua proporção permaneceu constante em equinos (Adam et al.; 1985) e em cães
saudáveis (Rivers et al., 1997) pois, a quantidade de creatinina produzida é dependente da massa
muscular e não apresenta grandes variações diárias (Sodré et al.; 2007). Desta forma quando os
valores desta relação encontram-se elevados pode identificar lesão tubular,  com consequente
proteinúria (Ibba et al., 2016). Os valores da GGTU em cães normais estão entre 13 a 92U/L
(Deschepper et al., 1989) e da relação GGTU/CrU é de 0,14 ± 0,10 em cães adultos (gossett et
al., 1997).

As fosfatases alcalinas (FA) são proteínas estruturais, que inclui expressões constitutivas e atu-
am como enzimas em organelas intracelulares, quando o rim sofre injúria, são liberadas na uri -
na. É uma das enzimas com problema na sua implantação, pois funcionam de forma diferente
em pacientes distintos, principalmente com múltiplas comorbidades, pois provavelmente sua ex-
pressão não é específica para o rim e em uma disfunção renal as suas propriedades analíticas po -
dem variar com o tipo de insulto (Konvalinka, 2014).

Em relação à GGT e a FA urinária, não há diferença em relação a sexo ou idade e atividade físi-
ca, da mesma forma não houve relação com variação destas mesmas enzimas no soro (Brobst et
al., 1986). A relação de GGT/creatinina na urina parece superior como indicador precoce de ne-
frotoxicidade induzida por aminoglicosídeos (Rivers et al., 1996), da mesma forma que a rela-
ção proteína/creatinina urinárias (UPC), são métodos efetivos para detectar alterações da função
renal (Amaral, 2016).

A Associação Internacional de Interesse Renal (IRIS) estabelece subestadiamento de lesão renal
crônica baseado nos valores de proteinúria, onde cães com a relação proteína/creatinina urinária
(UPC) menores que 0,2 são considerados não proteinúricos, entre 0,2 e 0,5 são considerados li-
mítrofes e apresentam microalbuminúria, e quanto a UPC for maior que 0,5 o cão é considerado
proteinúrico, ou seja, está liberando quantidade significativa de proteína pela urina. A importân-
cia da microalbuminúria na previsão da saúde, ainda não é entendida. Além da proteinúria, a
IRIS considera que a verificação da pressão sanguínea arterial é um importante parâmetro a ser
avaliado, com o intuito de se prevenir um futuro dano renal (Iris, 2015).

Os cálculos da UPC em amostras aleatórias de urina de cães se equivalem à perda de proteína
no período de 24 horas (Grauer et al., 1985). A utilização da relação da proteína e creatinina uri-
nária, em substituição à determinação de proteinúria de 24 horas, para acompanhamento de do-
enças glomerulares, além de serem confiáveis, apresentam vantagens pela maior facilidade na
coleta e o menor custo (Solorzano et al., 2012)

A quantificação das enzimas, proteínas, e ainda a observação da sedimentoscopia urinária têm
grande valor como exames sensíveis na detecção da injúria renal precoce. Desta forma podem
ser utilizados como testes que além de auxiliar na detecção da identificação precoce renal, de-
monstram a eficácia do tratamento (Freitas et al., 2014).

2.7. Síndrome do eutireoideo doente em cães com hemoparasitose

Na fisiologia da tireoide, a glândula é estimulada a produzir os hormônios Tiroxina (T4), Triio-
dotironina (T3) e Triiodotironina reversa (T3r) pela ação do hormônio estimulante da tireoide
(TSH). Quando ocorre a liberação dos hormônios na circulação sanguínea o T4 se liga a proteí-
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nas plasmáticas onde mais de 99% deste encontra-se sob esta forma no plasma, ou seja, ligado a
proteínas mantendo-se como forma de reserva. A outra parte do hormônio não ligada é denomi-
nada de T4 livre. É este hormônio na forma livre que atua como feedback negativo sobre a se-
creção de TSH pela hipófise. Ao entrar nas células do organismo o T4 livre é desiodado e trans-
forma-se em T3 ou T3r, onde este último é considerado como uma forma não ativa do hormônio
T3. O hormônio T3 intracelular é que possui a capacidade de produzir efeitos fisiológicos no or-
ganismo (Nelson, 2015).

Os hormônios T4 e T3 têm efeitos sobre o metabolismo celular e sua deficiência desencadeia di -
versos sinais clínicos (Finora e Greco, 2007). Para que o cão apresente sinais clínicos compatí-
veis com hipotireoidismo é necessário que mais de 75% da glândula seja destruída (Nelson,
2015).

Doenças extras tireoidianas podem levar a diminuição dos hormônios séricos acarretando em
uma síndrome conhecida como “Síndrome do eutireoideo doente-SED”, sendo considerada por
alguns autores como um mecanismo de economia de energia em situações de estresse (Henne-
man e Krenning, 2007).

Esta síndrome pode ocorrer devido a diferentes respostas do organismo frente às doenças exis-
tentes, como o declínio da secreção do TSH devido à supressão da hipófise e/ou hipotálamo, di-
minuição da síntese ou concentração de T4 pela diminuição da afinidade com proteínas séricas
de ligação, maior excreção de T4 devido a um aumento na metabolização e excreção hepática
do hormônio (Nelson, 2015). Em relação à diminuição do T3, este fato pode ocorrer como resul-
tado da transformação diminuída de T4 em T3 nas células culminando em baixas concentrações
plasmáticas de T3. Em cães com SED foi descrito que a presença da IL-6, uma interleucina pró-
inflamatória tem correlação inversa com valores séricos de T3 (Zygner et al., 2015).

A SED já foi descrita em cães acometidos por diferentes doenças como: choque hemorrágico
(Shigematsu e Shatney, 1988), epilepsia (Von Klopmann et al., 2006), síndrome da resposta in-
flamatória, septicemia (Pashmakova et al., 2014), doenças gastrointestinais e neoplasias (Moo-
ney et al., 2008). Entretanto nem todas as doenças graves são capazes de acometer o cão com
SED, como demonstrado em cães com poliartrite severa (Paradis et al., 2003).

A presença da síndrome do eutireoideo doente tem sido relacionada com a severidade da doen-
ça, onde as concentrações séricas reduzidas dos hormônios tireoidianos têm sido correlaciona-
das a maus prognósticos (Mooney et al., 2008). A diminuição de hormônios tireoidianos tam-
bém pôde ser observada após a utilização de fármacos como sulfonamidas, levando a manifesta-
ções clínicas severas como depressão do sistema nervoso central (Brenner et al., 2009).

Mais recentemente a SED tem sido descrita por autores como uma afecção que acomete os ani -
mais mais comumente do que anteriormente se tinha ciência (Mooney et al., 2008), sendo obser-
vada em doenças parasitárias como em casos de infecção por  Babesia rossi (Schoeman et al.,
2007), Babesia canis (Zygner et al., 2015), Ehrlichia canis mono ou co-infectada com Babesia
gibsoni (Kumar et al., 2006) e Leishmania chagasi (Scharidomichelakis et al., 2013).

Nas doenças transmitidas por vetores se observa uma vasta resposta do organismo em referência
à modulação dos hormônios tireoidianos, como a presença de baixos níveis de T3 em infecções
com B. canis e E. canis (Kumar et al., 2006; Schoeman et al., 2007; Scharidomichelakis et al.,
2013; Zygner et al., 2015) de T4 total em B. canis, B. rossi, E. canis e L. chagasi, (Kumar et al.,
2006; Schoeman et al., 2007; Scharidomichelakis et al., 2013; Zygner et al., 2015) de T4 livre
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em cães com B. canis, B. rossi e L. chagasi (Schoeman et al., 2007; Scharidomichelakis et al.,
2013; Zygner et al., 2015). Com exceção da infecção por B. canis em cães (Zygner et al., 2015)
os demais parasitos descritos parecem não levar a diminuição dos valores séricos de TSH.

Um estudo recente realizado no Brasil avaliou cães infectados com E. canis e não demonstrou a
ocorrência da SED nos animais estudados, onde estes mantiveram os valores de T4 livre, T4 to-
tal e TSH dentro dos valores de normalidade (Rondelli, 2015).

A instituição do tratamento para a SED não deve ser baseada na utilização da levotiroxina, fár-
maco utilizado para cães com hipotireoidismo. O tratamento deve ser voltado para causa base da
doença existente, onde após a eliminação da enfermidade, os níveis de hormônios tireoidianos
retornarão aos valores de normalidade (Nelson, 2015). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Seleção dos animais

Foram incluídos no estudo dois grupos de cães. O primeiro grupo foi composto por 24 animais,
independente de raça e sexo, com mais de um ano de idade, atendidos no Hospital Veterinário
da Universidade Federal do Espírito Santo – ES que apresentavam pelo menos três alterações
clínicas e/ou laboratoriais compatíveis com hemoparasitoses (Figura 1) (Neer et al., 2002).
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Figura 1: Cães participantes do projeto apresentando sinais clínicos de infec-
ções transmitidas por vetores.

A-Caquexia B-Ascite C-Uveíte D-Petéquias penianas E-Petéquias cutâneas
F-Epistaxe G-Mucosas ictéricas H-Emagracimento



O segundo grupo foi composto por 100 cães, onde seus tutores foram convidados a levar seus
animais a comparecer ao Hospital Veterinário da Universidade Federal do Espírito Santo – ES,
após a realização de visitas “in loco”. Os cães foram selecionados aleatoriamente, independente
de raça e sexo, com mais de um ano de idade, residentes nos sete distritos (Anutiba, Araraí,
Café, Celina, Rive, Santa Angélica e São João do Norte) e na sede da cidade de Alegre-ES
(Erro: Origem da referência não encontrada), onde destes, 50 animais pertenciam à área urbana
e 50 a área rural, onde em cada distrito foi avaliado o mínimo de seis animais. Este estudo foi
aprovado pelo Comitê de ética em Experimentação Animal (Protocolo n0 47/2015). Dez animais
deste grupo que se encontraram clinicamente saudáveis e sem a presença de hemoparasitos atra-
vés da nested-PCR, foram utilizados como grupo controle. Os tutores dos animais que participa-
ram da pesquisa permitiram a utilização de seus cães para o experimento assinando o “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” (Apêndice 1) atestando ciência dos termos do estudo e au-
torizando a participação. 
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Figura 2: Mapa do município de Alegre-ES abrangendo os sete distritos e a sede participantes do estudo.

Fonte: Adaptado do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), 
ftp://geoftp.ibge.gov.br/cartas_e_mapas/mapas_para_fins_de_levantamentos_estatisticos/censo_demogra-
fico_2010/mapas_municipais_estatisticos/es/alegre_v2.pdf, 2016.Distâncias a partir da sede: Anutiba 
27Km, Araraí 33Km, Café 16Km, Celina 12Km, Rive 11Km, Santa Angélica 23Km, São João do Norte 
19Km.



3.2. Tratamento

Foi realizado o tratamento dos animais suspeitos de hemoparasitose, independente do perfil in-
feccioso, com, pelo menos, três dos critérios estabelecidos por Neer et al, (2002). Utilizou-se
cloridrato de doxiciclina genérica na dosagem de 10 mg/kg uma vez ao dia, por 28 dias. Estes
animais foram avaliados no tempo D1 (antes do tratamento) e no tempo D2 (depois de 28 dias
de tratamento). Foram excluídos do estudo todos os animais que não realizaram o tratamento de
forma correta.

3.3. 1.1. Avaliação Física dos cães

Foi realizada avaliação física completa dos 24 cães suspeitos de apresentarem infecção por al-
gum hemoparasito, estes dados foram preenchidos em uma ficha denominada “Ficha de Avalia-
ção Física” dos cães participantes do projeto. Esta ficha continha informações como: identifica-
ção do animal, histórico clínico, exame geral e exame dos sistemas (Apêndice 2).

3.4. 1.2. Avaliação epidemiológica - Fatores de Risco

Realizou-se entrevista com cada tutor e visita “in loco” (Figura 3) do local de habitação dos 100
cães convidados a participarem do estudo. Com as informações obtidas preencheu-se uma ficha
denominada “Ficha de Fatores  de Risco Epidemiológicos”.  Esta  ficha continha informações
como: identificação do tutor e do cão, local de habitação e manejo dos cães (Apêndice 3).
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Figura 3: Amostra de locais e animais das áreas rurais e urbanas visitados para a realização do estu-
do.



3.5. Coleta das amostras biológicas

Foi coletado cerca de oito ml de sangue a partir da punção da veia cefálica e/ou jugular com
prévia assepsia do local.  Este sangue foi armazenado em quarto microtubos VACUPLAST®

contendo EDTA (ácido etilenodiamino tetracético) a 10% para realização de esfregaço sanguí -
neo, hemograma, capa leucocitária e para posterior realização de extração de DNA; e em dois
tubos estéreis sem anticoagulante BD Vacutainer®, para obtenção do soro para a realização das
análises dos bioquímicos séricos e avaliação hormonal.

Realizou-se coleta de urina através de cistocentese, onde os cães foram colocados em decúbito
dorsal com prévia assepsia. Com o auxílio de uma seringa acoplada a uma agulha estéril 25x7
mm coletou-se dez ml de urina, divididas em duas alíquotas de cinco ml para a realização de
urinálise e análise de bioquímicos urinários. 

3.6. Processamento das amostras

3.6.1. Esfregaço sanguíneo, capa leucocitária e hemograma

A partir do sangue armazenado em microtubos contendo EDTA a 10% realizou-se imediatamen-
te a fabricação de esfregaços sanguíneos após a coleta. Estes foram então corados com Panótico
rápido (Laborclin®) para a realização da contagem diferencial de leucócitos e análise morfológi-
ca das células sanguíneas. Para a realização da contagem diferencial de leucócitos utilizou-se
microscopia de luz (Olympus® X40), com objetiva de imersão realizada em 100 células, conta-
das em região da cauda do esfregaço.

Para a realização do exame parasitológico direto foram confeccionadas capas leucocitárias, uti-
lizando à microcentrífuga (Mod N1 1807 – Nova Instruments®) a 2000 rpm por 5 minutos para
a separação da capa de leucócitos, onde posteriormente foi colocada sobre uma lâmina de vidro
e realizado o esfregaço com auxílio de lâmina de esfregaço. Estas lâminas foram coradas com
Panótico rápido (Laborclin®) e avaliadas durante cinco minutos para realização da pesquisa (Fi-
gura 4).
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Figura 4: Observação de hemoparasitos presentes em sangue de cães naturalmente infectados.

A e B-Mórula de Ehrlichia canis em leucócitos, aumento de 100X C-Anaplasma platys em plaqueta, au-
mento de 40X D-Babesia canis vogeli em eritrócito, aumento de 40X E-Hepatozoon canis em monócito, 
aumento de 100X F-Leishmania infantum chagasi em medula óssea, aumento de 40X.



Para a confecção do hemograma utilizou-se o analisador automático (Mindray®  BC-2800VET)
que fornece a contagem automática de hemácias, leucócitos totais, plaquetas e concentração de
hemoglobina e os valores de volume corpuscular médio (VCM), concentração de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e distribuição da largura
das células vermelhas (RDW). Foram conferidas em lâmina todas as contagens de plaquetas que
se encontravam fora dos valores de referência na qual era realizada a contagem da média do nú-
mero de plaquetas em cinco campos em 100X, com posterior multiplicação por 20.000 (Jain,
1993),

3.6.2. Bioquímicos séricos

Todas as análises bioquímicas foram realizadas com Kits comerciais da Labtest Diagnóstica S.A
de acordo com as normas do fabricante e realizadas a partir dos soros obtidos dos sangues arma-
zenados em tubos estéreis sem anticoagulante. As análises foram realizadas em analisador bio-
químico semiautomático (BIOPLUS 2000).  Foram incluídos nestas análises:  proteínas totais
(Ref. 19), albumina (Ref. 99), aminotransferase de alanine – ALT (Ref. 108), aminotransferase
de aspartate - AST (Ref. 109), gamaglutamiltransferase – GGT (Ref. 105), fosfatase alcalina –
FA (Ref. 79), ureia (Ref. 1013), creatinina (Ref. 96), cálcio (Ref. 90), fósforo (Ref. 12), creatina
quinase – CK (Ref. 117), e lactato desidrogenase – LDH (Ref. 86). As globulinas foram obtidas
pela diminuição simples dos valores das albuminas das proteínas totais.

3.6.3. Fibrinogênio

A partir do sangue coletado e armazenado em tubo estéril contendo EDTA a 10%, utilizou-se a
técnica clássica de precipitação pelo calor, descrita por Schalm et al, (1970) para a obtenção dos
valores de fibrinogênio.

3.6.4. Hormônios Tireoidianos

A avaliação das concentrações séricas dos hormônios tireoidianos triiodotironina (TT3), tetrai-
dotironina (TT4), tetraidotironina livre (T4L) e hormônio estimulante da tireoide canina (TSHc)
foram mensurados antes (D1) e 28 dias após o início do tratamento com doxiciclina (D2). A
concentração total de TT3, TT4 e T4L foi mensurado por quimioluminescencia, um ensaio com-
petitivo (Immulite 2000 human total T4, Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL), a con-
centração sérica TSHc foi mensurado pela técnica de quimioluminescencia (Immulite 2000 Ca-
nine TSHc, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA). As amostras de soro foram ini-
cialmente armazenadas a -20◦C em tubos plásticos, e transportadas em gelo seco, para o Labora-
tório  Hermes  Pardini,  divisão  veterinária,  Belo  Horizonte,  MG,  onde  foram armazenadas  a
-80◦C até a análise. Todos os ensaios foram validados para utilização no cão. Os padrões, amos-
tras e controles foram realizados em duplicata.

3.6.5. Urinálise

A urinálise foi realizada a partir da urina armazenada em seringas estéreis, que foram processa-
das em até no máximo uma hora após a coleta. Inicialmente realizou-se o exame físico urinário
(cor, aspecto, odor e densidade, esta última com o auxílio do refratômetro manual). Quando a
densidade urinária encontrava-se com valores maiores passíveis de leitura através do refratôme-
tro, a urina era então diluída conforme necessidade na porcentagem 1:2 ou 1:3 com água destila -
da e posteriormente multiplicada por dois ou três conforme a diluição para se calcular de forma
adequada a densidade urinária. Posteriormente foi realizado o exame químico da urina através
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de fita de urinálise – Uriquest Plus Vet® que verifica o ph, proteínas, glicose, corpos cetônicos,
sangue e leucócitos. Foi realizado ainda o exame de sedimentoscopia, onde 5,0 mL de urina fo-
ram homogeneizados e centrifugados (Spinlab®) por cinco minutos a 2000 rpm. Descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi analisado através de microscopia de luz (Olympus®  CX40)
uma gota de urina, entre lâmina e lamínula, onde observou-se presença de hemácias, leucócitos,
flora bacteriana, presença de células, cilindros e cristais. 

3.6.6. Bioquímicos urinários

Cinco ml de urina foram separados para a realização dos exames bioquímicos urinários. E para
as referidas análises utilizaram-se os Kits comerciais da Labtest Diagnóstica S.A de acordo com
as normas do fabricante. As urinas foram refrigeradas a uma temperatura entre 4°C e 8°C por no
máximo 24 horas após suas coletas. Os exames foram realizados com o uso do analisador bio-
químico semiautomático (BIOPLUS® 2000). Realizaram-se os seguintes exames: ureia urinária
(Ref.1013), creatinina urinária (Ref.96), fosfatase alcalina urinária– FAu (Ref.79),   gamagluta-
miltransferase urinária – GGTu (Ref.105), proteína urinária (Ref.36) e a relação creatinina uri-
nária/proteína urinária – UPC, foi obtida pela divisão simples entre seus valores. Realizou-se a
correção da GGTu de acordo com De schepper et al, (1989) devido à utilização de amostra úni-
ca de urina de cada animal.

3.7. Análises moleculares

3.7.1. Extração e pureza de DNA

Para o diagnóstico molecular  dos  hemoparasitos,  primeiramente  foi  realizada a  extração de
DNA das amostras de sangue no Laboratório de Biotecnologia do Departamento de Ciências Bi-
ológicas da Universidade Federal do Espírito Santo, Alegre- ES. Utilizou-se o protocolo com
modificações do kit Wizard® Genomic DNA Purification. As amostras para a realização da ex-
tração de DNA estavam previamente armazenadas em freezer a temperatura de -200C, posterior-
mente foram descongeladas a temperatura ambiente, onde 300 µL de sangue foram adicionados
a 900 µL da solução de lise celular e incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Du-
rante este período foram realizadas inversões gentilmente da mistura, com posterior centrifuga-
ção a 14.000 rpm por 20 segundos com descarte do sobrenadante. Este passo foi realizado por
mais duas vezes, sendo, entretanto, incubadas por 10 minutos. 

Após a última lavagem com descarte do sobrenadante, o pellet foi suspenso em ‘vórtex’ por 15
segundos para que este se soltasse do fundo do tubo. Adicionou-se assim 300 µL da solução de
lise nuclear, sempre promovendo a homogeneização até que a mistura adquirisse um aspecto
viscoso. Esta mistura foi então incubada a 37°C por uma hora. Posteriormente adicionou-se 100
µL de solução para precipitação de proteína, colocando-a no vórtex por 20 segundos com poste-
rior centrifugação a 14.000 por 3 minutos. Foi transferido para um novo tubo contendo isopro-
panol com cerca de 300 µL do sobrenadante, gentilmente pipetado sem que o pellet presente
fosse perturbado, homogeneizando até que o DNA pudesse ser visto. Então novamente foi reali-
zada uma centrifugação a 14.000 rpm por 1 minuto. Foi vertido todo o sobrenadante em um des-
carte e colocou-se o tubo de plástico contendo o pellet para secar em cima de um papel toalha,
para a retirada do excesso de isopropanol presente. 

Adicionou-se 1000 µL de etanol a 70% e novamente a mistura foi centrifugado a 14.000 rpm
por 1 minuto. Descartou-se assim todo o sobrenadante. O tubo plástico com o pellet foi posto
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então para secar durante 10-15 minutos sobre um papel toalha, para retirar o excesso de etanol a
70%. Foi adicionado no fim do tempo de secagem 60 µL de solução de reidratação de DNA e
incubado a 65°C por 1 hora. Todas as amostras extraídas foram quantificadas no espectrofotô-
metro Nanodrop (Thermo®) para testar a quantidade de DNA e sua pureza, somente amostras
com valor da relação de absorbância no comprimento de onda 260/280 entre 1,8 e 2,0 foram in-
cluídas nas análises subsequentes. As amostras foram então mantidas a -20ᴼC para futura reali-
zação da nested-PCR.

3.7.2. Amplificação de DNA

A realização do diagnóstico molecular dos protozoários dos gêneros Babesia sp. e Hepatozoon
sp., e das riquétsias dos gêneros Anaplasma e Ehrlichia foram feitos através da técnica de nes-
ted PCR (nPCR), permitindo uma maior sensibilidade da reação. A amplificação do DNA foi re-
alizada nos laboratórios de Protozoologia Veterinária e Parasitologia Molecular do Departamen-
to de Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de Minas
Gerais – UFMG.

Utilizou-se o termociclador (Eppendorf Mastercycler®) empregando os iniciadores conforme o
Quadro 1, assim como os produtos de cada reação e seus respectivos programas. As condições
para reação da nPCR para os diferentes hemoparasitos no termociclador encontram-se descritas
no Quadro 2 e a programação para a reação nPCR foi realizada conforme consta no Quadro 3.
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Quadro 1: Sequência de iniciadores utilizados para identificação dos gêneros de hemoparasitos.

Gênero Sequência (5’ – 3’) Iniciador Alvo
Produ-

to
Referência

Babesia/
Hepatozoon

1a Reação
CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC

CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC

RIB-19
RIB-20

18S
rRNA

1700
(Zahler et
al., 2000)

2a Reação
ACCTCACCAGGTCCAGACAG GTACAA-

AGGGCAGGGACGTA

BAB-
rumF
BAB-
rumR

18S
rRNA

430
(Silveira et
al., 2011)

Ehrlichia
Monocítica

1a Reação
ACGGACAATTGCTTATAGCCTT ACA-

ACTTTTATGGATTAGCTAAAT

NS16S-
CH1F

NS16S-
CH1R

16S
rRNA

1195
(Kawahara
et al., 2009)

2a Reação
GGGCACGTAGGTGGACTAG CCTGT-

TAGGAGGGATACGAC

NS16S-
CH2F

NS16S-
CH2R

16S
rRNA

443
(Kawahara
et al., 2009)

Anaplasma/
Granu-
locítica

1a Reação
CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC
TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC

GE3a
GE10r

16S
rRNA

932
(Massung et

al., 1998)

2a Reação
AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT GG-

CAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG

GE9f
GE2

16S
rRNA

546
(Massung et

al., 1998)



3.7.3. Sequenciamento nucleotídico dos hemoparasitos 

As amostras positivas após a realização da segunda reação da nPCR, foram purificadas pelo QI-
Aquick Gel extraction Kit (QIAGEN), segundo as recomendações do fabricante, ou através de
polietilenoglicol (PEG) (www.icb.ufmg.br/ibem). Posteriormente, cada amostra foi submetida a
uma nova eletroforese em gel de agarose 1% corado com GELRed (BIOTIUM), para confirma-
ção da purificação das amostras.

O  produto  de  PCR  purificado  foi  sequenciado  pela  empresa  Myleus  Biotechnology
(www.myleus.com) através de eletroforese capilar em aparelho ABI3130 (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), utilizando-se polímero POP7 e BigDye v3.1. As sequências consenso para
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Quadro 3: Programa submetido ao termociclador para realização da Babesia /Hepatozoon, Ehrlichia mo-
nocítica e granulocítica ou plaquetária. Utilizando os primers RIB19/20, NS16SCH1F/ NS16SCH1R, 
GE3a/GE10r para 1a reação e BAB-rumF/BAB-rumR, NS16SCH2F/ NS16SCH2R e GE9f/GE2 para 2a 
reação.

Ciclos Passos Temp(0C) Duração(min)
1 (1X) Desnaturação inicial 94 5 min
2 (29X) Desnaturação 92 1 min

Anelamento 54 1 min
Extensão 72 2 min

3 (1X) Extensão final 72 8 min
4 “Hold” 12

Quadro 2: Condição para reação de nPCR para Babesia /Hepatozoon, Ehrlichia monocítica e granulocíti-
ca ou plaquetária. Utilizando os primers RIB19/20, NS16SCH1F/ NS16SCH1R, GE3a/GE10r para 1a rea-
ção e BAB-rumF/BAB-rumR, NS16SCH2F/ NS16SCH2R e GE9f/GE2 para 2a reação respectivamente.

Reagente Volume(µL)
1a reação

Volume(µL)
2a reação

H2O MiliQ 5.4 5.4

Mix primer (F+R) 0.6 0.6

Gold Taq Green Master MIX
PROMEGA®

7.5 7.5

DNA/produto 1a reação 1.5 1.5

Volume final 15 15



cada amostra resultaram do alinhamento das quatro sequências, com o auxílio dos programas do
site http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ e MEGA 6.0 software (Tanura et al., 2013). 

As sequências obtidas do sequenciador foram analisadas quanto à qualidade, e os “Contigs” fo-
ram formados com o auxílio do programa “Electropherogram quality analysis”, desenvolvido
pela  Embrapa  Genetic  Resource  and  Biotechnology
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/).  A identidade de cada sequência  foi  confirmada
através da comparação com sequências depositadas no “GenBank” usando o programa BLAST
(“Basic Local Alignment Search Tool”) (Altschul et al., 1990).

3.8. Ensaio imunoenzimático indireto- ELISA

3.8.1. Obtenção da fração solúvel de antígenos

O protocolo para a técnica de ELISA foi executada segundo Ribeiro et al. (2007) utilizando a
fase estacionária das culturas de L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1974/PP75) fornecida como amos-
tra referência pelo Laboratório de Pesquisas em Leishmaniose – FIOCRUZ. Resumidamente, os
protozoários são lisados, centrifugados para se separam dos fragmentos particulados e o sobre-
nadante foi dialisado para retenção e separação de moléculas solúveis com peso superior 20
KDa. O conteúdo obtido foi filtrado em filtros estéreis descartáveis de 22 mm, em condições as-
sépticas e uma alíquota retirada para dosagem de proteína pelo método de Bradford. Para obten-
ção das massas de parasitos, foram produzidos 50 mL de meio LIT e distribuídos em garrafas
tipo ROUX com capacidade para 1000 ml. Adicionando-se em seguida, 10 mL de cultura esto-
ques de cepa padrão em crescimento logarítmico e incubando-se, em repouso a 23º C em estufa.

Após sete dias constatadas a viabilidade e ausência de agentes contaminantes as formas promas-
tigotas foram separadas por centrifugação à 2000 rpm, durante 10 minutos à 4°C. O sedimento
formado na centrifugação (1,5 mL) foi ressuspendido em 20 volumes de PBS (4°C), contendo
inibidor de protease (aprotinina e EDTA). Após suspensão do sedimento em PBS, foi realizada
nova centrifugação nas mesmas condições. O procedimento de lavagem foi repetido por mais
duas vezes. A massa obtida foi armazenada à -30°C, até o momento do preparo dos extratos an-
tigênicos.

A massa de parasito foi então submetida a cinco ciclos de congelamento (nitrogênio líquido) e
descongelamento (37°C), bruscos para rompimento dos parasitos seguido de sonicação com três
ciclos durante 1 minuto a 40 Watts, em banho de gelo em ultrassom, resultando em uma mescla
de antígenos particulados e antígenos solúveis em volume total de 2,0 mL por garrafa Roux.
Após, para cada 2,0 mL de material obteve-se 0,5 mL de antígeno solúvel através de centrifuga-
ção a 11.000 g / 1 hora e 30 minutos / 4°C. Este sobrenadante após a centrifugação foi transferi-
do para sacos de diálise e dializados em PBS, durante um dia e meio, submetido então a quatro
trocas do PBS a cada 6 horas. O material remanescente no saco de diálise foi filtrado em filtros
estéreis descartáveis, de 22 mm, em condições assépticas e uma alíquota retirada para dosagem
de proteína pelo método de Lowry, sendo ajustado para 1.000mg/mL. Somadas coletas de diver-
sas garrafas foram obtidos aproximadamente 10mL de antígeno solúvel sendo essas amostras
aliquotadas em 100 eppendorfs com 0,1mL cada e congelados a -30 graus.

3.8.2. Execução do ensaio imunoenzimático - técnica de ELISA indireta

O ensaio foi realizado em placas de poliestireno de 96 poços (Nunc Maxisorp, Nalgene Nunc
International, Rochester, NY). A técnica consistiu em fixar antígeno solúvel de Leishmania spp.
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nos poços da placa por 12 horas a 4°C seguido de lavagem com solução de lavagem (cloreto de
sódio e Tween 20). Após a etapa de fixação foi realizado o bloqueio para evitar reações inespe-
cíficas com 100μL/poço de solução de bloqueio contendo 616 uL soro fetal bovino(SFB) e 10
mL de PBS-1X e incubação por 45 minutos à 37°C.

Em seguida foram adicionados os soros dos cães do estudo, no volume de 100μL/poço diluídos
a 1:40 em PBS-T. Após 45 minutos de incubação à 37°C as placas foram lavadas com solução
própria quatro vezes e em seguida foram adicionados 100 μL/poço de anti-IgG de cão conjuga-
da à peroxidase (Sheep anti-dog IgG2 HRP conjugated) (A40-121P, Bethyl  Laboratory Inc.,
Montogomery, TX) diluída a 1:5000 em PBS-T. Após incubação por 45 minutos à 37ºC, foram
realizadas novamente quatro lavagens. A revelação foi feita com 100 μL/ poço de solução con-
tendo  2  µL  de  peróxido  de  hidrogênio(H2O2)  a  30%  e  1  mg  de  orto-fenilenodiamina
(OPD/SIGMA) em 10 mL de tampão citrato-fosfato (ácido cítrico - C6H8O7; fosfato de sódio
dibásico – Na2HPO4) pH 5,0 com incubação à 37º C por 10 minutos. A reação foi interrompida
após os 10 minutos com 32μL de solução de ácido sulfúrico 2,5 M por poço e a placa lida ime-
diatamente em espectrofotômetro em comprimento de onda de 490nm. A determinação da reati-
vidade baseou-se em leituras superiores ao ponto de corte (cut off) calculado com a média da
densidade ótica dos soros de três cães negativos (controles negativos) mais duas vezes o desvio-
padrão da densidade ótica dos soros de três controles negativos (Tannus et al., 2007).

3.9. Teste rápido de imunoensaio por imunocromatografia 

Foi utilizado o kit rápido Alere Leishmania Ac® para detecção qualitativa de anticorpos anti-
Leishmania infantum através da proteína recombinate rk28 (antígenos rK9, rK39 e rK26), de
acordo com as recomendações do fabricante.

3.10. Estatística

Para a realização do cálculo do n amostral, utilizou-se o programa estatístico OpenEpi – versão
3.01 (DEAN, 2013) para uma população finita de 6542 cães de acordo com informação verbal
fornecida pela Vigilância Sanitária do Município de Alegre, devido ao ineditismo na região op-
tou-se por se considerar o mínimo de prevalência de 5%, de acordo com os achados de Sales et
al. (2015), com intervalo de confiança de 95%. Sendo obtido um n de 73 animais, entretanto
para este estudo foram utilizados 100 cães para realização das análises.

Devido a grande variedade de testes estatísticos utilizados, em cada capítulo será descrito os tes-
tes empregados para a obtenção dos referidos resultados.
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4. ARTIGO 1 - ASSOCIAÇÃO DE HEMOPARASITOSES COM RISCOS EPIDE-
MIOLÓGICOS PARA CÃES PROVENIENTES DE ÁREAS RURAIS E

URBANAS NO SUL DO ESTADO DO ESPÍRITO SANTO.

Association of hemoparasitoses with epidemiological risks for dogs from rural and urban areas
in the southern state of Espírito Santo.

4.1. Resumo

As hemoparasitoses são causadas por diferentes agentes infecciosos, capazes de desencadear al-
tas taxas de morbidade e mortalidade nos cães. O Brasil, por ser um país de dimensões conti -
nentais, observa-se grande divergência entre a ocorrência e os fatores de riscos associados às he-
moparasitoses, em diferentes regiões. Objetivou-se identificar pela primeira vez através da nes-
ted PCR a ocorrência de Anaplasma sp, Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon ca-
nis em cães naturalmente infectados residentes em áreas rural e urbana do Município de Alegre-
ES, bem como suas associações de riscos epidemiológicos.

Palavras chaves: carrapato,  Anaplasma sp,  Babesia canis vogeli,  Ehrlichia canis,  Hepatozoon
canis

4.2. Abstract

Hemoparasitoses are caused by different infectious agents capable of leading to high rates of
morbidity and mortality in dogs. As Brazil is a continental country, there is a great divergence
between the prevalence and risk factors associated with hemoparasitosis in certain regions. The
objective of this study was to identify for the first time through nested PCR the occurrence of
Anaplasma sp.,  Babesia canis vogeli,  Ehrlichia canis and  Hepatozoon canis in naturally in-
fected dogs in rural and urban areas of Alegre-ES, as well as their associations of epidemiolog-
ical risks.

Keywords: tick, Anaplasma sp., Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis

4.3. Introdução

Anaplasmose, babesiose, erliquiose e hepatozoonose são doenças causadas por diferentes hemo-
parasitos, sendo causas comuns de morbidade e mortalidade nos cães (Kaewkong et al., 2014).
Como o vetor destas hemoparasitoses é o carrapato, torna-se difícil o controle das doenças, prin-
cipalmente em áreas rurais (Silva et al., 2014). No Brasil as hemoparasitoses mais frequentes
são as causadas pelos agentes do gênero Babesia sp.,  Ehrlichia sp. e Hepatozoon sp. (Silva et
al., 2014).

A  Anaplasma platys  (A. platys) é o parasito responsável  por promover a afecção conhecida
como trombocitopenia cíclica (Harvey et al., 1978). No Brasil sua prevalência não foi verifica-
da, existindo somente informações sobre algumas regiões do país como Ribeirão Preto (14.9%)
Recife  (48.78%) Paraná (19.4%) Minas Gerais  (22.8%),  Rio de Janeiro (17.2%) e  Pantanal
(7.19%) (Santos et al., 2009; Ramos et al., 2010; Da Silva et al., 2012; Costa-Júnior et al., 2013;
Da Silva et al., 2016; Melo et al., 2016).
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Entretanto a detecção da A. platys no país é geralmente baseada na observação direta do parasi-
to, o que dificulta a determinação da prevalência da doença, pela baixa especificidade do teste
(Ramos et al., 2009).

A Babesia canis vogeli  (B. canis vogeli) é tida como o principal agente causador da babesiose
canina no país (Passos et al., 2005). Existe grande variedade de sinais clínicos que cães com ba-
besiose podem desenvolver, pois a doença pode se manifestar na forma crônica ou subclínica,
aguda ou hiperaguda (Ramsey, 2012).

A erliquiose monocítica canina é uma doença provocada pelas bactérias do gênero  Ehrlichia,
com elevada prevalência e importância médico veterinária. Com o advento de técnicas molecu-
lares mais modernas, diferentes patógenos como Ehrlichia ewingii (Oliveira et al., 2009) e Eh-
rlichia muris (Hegarty et al., 2012) têm sido correlacionados com sinais clínicos de erliquiose
em cães, porém a Ehrlichia canis (E. canis) continua como o principal agente etiológico da erli-
quiose canina no Brasil (Vieira et al., 2011). Segundo Moraes et al. (2004), 20% da população
de cães atendidos em hospitais ou clínicas veterinárias apresentam anticorpos contra  E. canis.
Nesta população, entretanto, observa-se variância de positividade em relação à localidade estu-
dada, onde em determinadas regiões foi observado positividade em mais de 60% dos cães testa-
dos, demonstrando a grande importância da doença no país (Azevedo et al., 2011; Tanikawa et
al., 2013; Witter et al., 2013).

No Brasil o Hepatozoon canis (H. canis) é o mais importante agente causador da hepatozoonose
(Forlano et al., 2007). Sua presença já foi descrita nas regiões norte, nordeste, sul, sudeste e cen-
tro-oeste com prevalência,  variando de 1 a 77,39% (Mundim et al.,  2008; Spolidorio et al.,
2011; Demoner et al., 2016; Gomes et al., 2016; Harvey et al., 2016; Malheiros et al., 2016).

Segundo Hi et al. (2015), todos os médicos veterinários devem estar cientes da proporção de pa-
tógenos transmitidos por carrapatos, em sua região. Desta maneira é importante que em cada lo-
calidade se realize o estudo de prevalência e riscos epidemiológicos, associados às hemoparasi-
toses em cães. 

Devido a grande importância das hemoparasitoses, objetivou-se identificar pela primeira vez,
pela nested PCR, a ocorrência de Anaplasma sp, Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis e Hepa-
tozoon canis, em cães naturalmente infectados em áreas rural e urbana do município de Alegre,
sul do Espírito Santo, bem como suas associações de riscos epidemiológicos.

4.4. Metodologia

O estudo foi realizado em áreas rural e urbana do município de Alegre (sede e os sete distritos:
Anutiba, Araraí, Café, Celina, Rive, São João do Norte e Santa Angélica), região sul do Espírito
Santo, pertencente à região sudeste do Brasil, latitude 20º 45’ 49’’ S e longitude 41º 31’ 57’’ W,
município com área de 772 km2, e população estimada de 32.175 habitantes no ano de 2016
(IBGE, 2016) e 6.542 cães (Vigilância ambiental do Município de Alegre)1.

4.4.1. Animais

O estudo foi composto por 100 cães domiciliados e semidomiciliados, com 50 animais perten-
centes à área urbana e 50 à área rural, onde em cada distrito foi avaliado o mínimo de seis ani-
mais. Foram incluídos cães assintomáticos para hemoparasitose no momento da avaliação, inde-

1 Informação verbal

70



pendente de raça e sexo, com mais de um ano de idade. Para a realização do cálculo do n amos -
tral, utilizou-se o programa estatístico OpenEpi – versão 3.01 (DEAN, 2013) para uma popula-
ção finita de 6542 cães, devido ao ineditismo na região optou-se por se considerar o mínimo de
prevalência de 5%, de acordo com os achados de Sales et al. (2015), com intervalo de confiança
de 95%. Sendo obtido um n de 73 animais, entretanto para este estudo foram utilizados 100 cães
para realização das análises.

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da universidade Fe-
deral do Espírito Santo, com número 47/2015. 

4.4.2. Avaliação epidemiológica – Fatores de Risco 

Realizou-se entrevista estruturada com roteiro de perguntas previamente estabelecido, com cada
tutor, os quais foram convidados a participarem do estudo. As entrevistas foram realizadas nas
visitas “in loco” dos locais de habitação dos cães. Com as informações obtidas preencheu-se a
“Ficha de Fatores de Riscos Epidemiológicos”. 

4.4.3. Coleta das amostras biológicas

Após esclarecimento e leitura, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelo
tutor de cada cão, quando se coletou cerca de 2,0 mL de sangue, com prévia assepsia do local,
por punção da veia  cefálica e/ou jugular.  O sangue foi  armazenado em microtubos VACU-
PLAST® contendo EDTA (ácido etilenodiamino tetracético) a 10% para posterior realização de
extração de DNA.

4.4.4. Análises moleculares

O DNA foi extraído a partir de 300µL de sangue de cada cão, com o kit de extração Wizard Ge-
nomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as normas do fabri-
cante. A PCR foi realizada pelas técnicas convencioanal e nested PCR (nPCR). Utilizou-se uma
alíquota do primeiro produto de PCR amplificado para a segunda reação de nPCR. Os iniciado-
res foram utilizados para detectar: Anaplasma sp., Babesia spp, Ehrlichia sp. e Hepatozoon sp.
conforme Silveira et al. (2011).

Os produtos da amplificação da PCR foram separados por electroforese em gel de agarose a 1%
(40 min, 100 V), corados com GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, EUA) e visualizados sob luz
ultravioleta. As amostras positivas foram purificadas com o kit QIAquick PCR Purification (Qi-
agen Biotecnologia Brasil, São Paulo, Brasil) conforme o fabricante. E sequenciadas com o Ap-
plied Biosystems modelo ABI3130 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e o Applied Bi-
osystems BigDye® Direct Cycle Sequencing Kit (v.3.1), com o polímero POP-7TM como ma-
triz de separação e os primers utilizados na reação de PCR. As sequências consenso para cada
amostra resultaram do alinhamento das quatro sequências, com o auxílio dos programas do site
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ e MEGA 6.0 software (Tanura et al., 2013). A iden-
tidade de cada sequência foi  confirmada por comparação com as sequências disponíveis no
GenBank com auxílio do software BLAST (Altschul et al., 1990).

4.4.5. Estatística

Após análise descritiva dos dados realizou-se um estudo de dispersão de frequência pelo teste
de qui-quadrado. Considerou-se significativa, as diferenças com p<0,05.
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4.5. Resultados

Dos 6542 cães domiciliados ou semidomiciliados existentes no município de Alegre no ano de
2016, segundo a vigilância ambiental2, foram avaliados 1,5% da população total (n=100), dos
quais 64% apresentaram positividade para um ou mais hemoparasitos pela nPCR, conforme dis-
tribuição na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuição em porcentagem de cães hemoparasitados no Município de Alegre pertencentes as
áreas rural e urbana.

Loca-

lidade

Animais
avalia-
dos por
localida-

de

E. canis
B. vo-
geli

Anaplasma
sp.

H. ca-
nis

Co-infecta-
dos

Taxa total de
infecção

(%)

Rural 50 4,0% 8,0% 4,0% 66,0% 6,0% 76,0%

Urbana 50 4,0% 4,0% - 44,0% - 52,0%

Total 100 4,0% 6,0% 2,0% 55,0% 3,0% 64,0%

Dos 100 cães avaliados o hemoparasito com maior prevalência foi o Hepatozoon canis, detecta-
do em 55% da população, seguido por Babesia canis vogeli em 6%, Ehrlichia canis em 4% e
Anaplasma sp. em 2% dos animais avaliados pela técnica de nPCR .

Os cães residentes na área rural apresentaram os dois (100%) casos de infecção por Anaplasma
sp., quatro apresentaram parasitismo por B. canis vogeli, dois foram positivos para E. canis e 33
dos cães estavam positivos para H. canis.

De todos os hemoparasitos pesquisados, os cães do distrito de São João do Norte mostraram
uma taxa de infecção de 100%, enquanto que em Araraí e Santa Angélica a infecção foi de
83,3%, em Rive de 76,9%, no Café 66,7%, em Celina 42,9% e Alegre à taxa de infecção foi de
54,0%.

Portanto, 76% dos cães das áreas rurais e 52% dos cães de área urbana (Tabela 1) estavam infec-
tados, entretanto apesar da diferença porcentual dos resultados o local de moradia não demons-
trou ser um fator de risco epidemiológico.

Observa-se maior presença de cães infectados nas áreas rurais da região estudada e ainda há pre-
sença de coinfecções em 3% dos cães avaliados, no distrito de Rive observou-se presença de
2/13 animais com coinfecção, sendo um cão com Anaplasma sp. + H. canis e um cão com B.
canis vogeli + E. canis) e no distrito de São João do Norte um cão apresentou coinfecção com
E.canis + H. canis. Este estudo mostra uma alta ocorrência de hemoparasitos nos cães da região
rural e urbana de Alegre.

2 Informação verbal.
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De todos os cães incluídos no projeto, 53% apresentaram-se com carrapatos no momento da en-
trevista, destes cães 71,7% estavam hemoparasitados. Segundo relatos dos tutores, 85% dos
cães  tiveram  presença  de  carrapatos  nos  12  meses  prévios  a  análise,  onde,
66% destes cães foram positivos, para, pelo menos, um, dos hemoparasitos identificados pela
nPCR.

Dentre os tutores da população rural (58%) e da população urbana (24%) relataram já terem
sido picados por carrapatos, ao menos uma vez.

Foi  relatado que 54% dos tutores utilizavam algum método profilático contra carrapato nos
cães, e 79% usavam produtos carrapaticidas, quando os cães já mostravam a presença de carra-
patos.

Em somente 8% dos cães, os proprietários relataram que já haviam apresentado hemoparasitose,
e todos receberam tratamento medicamentoso sem interrupção. Porém, 46% dos tutores declara-
ram não saber se seus cães já haviam ficado doente, em consequência de infecção causada pelos
patógenos, alvo do estudo.

A maior parte dos cães avaliados pelo estudo, 79% era sem raça definida e 92% tinham de um a
oito anos de idade, onde a média de idade dos cães da área rural foi de 3,4 anos e da área urbana
foi de 4,3 anos. 

De todos os cães, 71% conviviam com outros animais em seus domicílios, e destes, 33,8% man-
tinha contado somente com animais da mesma espécie, 15,5% somente com animais de outra
espécie e 46,5% com animais da mesma e de outras espécies. 

Desse estudo 56% dos cães, nunca tinham sido avaliados por um médico veterinário, onde 68%
dos cães das áreas rurais e 40% dos cães da área urbana, nunca foram à consulta um com médi-
co veterinário. Desses cães, 95% tinham acesso à rua, com ou sem supervisão do tutor, com ex-
ceção de um cão, todos os outros animais das áreas rurais eram mantidos soltos e quatro cães da
área urbana não tinham acesso à rua.

Pelo baixo número de animais com Anaplasma sp., B. canis vogeli e E. canis, não foi possível
observar fatores de risco nos animais da região estudada e sua correlação com a infectividade
destes hemoparasitos. Entretanto, nos cães com H. canis, foi possível estabelecer a presença de
fatores de risco nos cães, cujos tutores não realizavam nenhum manejo curativo, quando o ani-
mal tinha presença de carrapato  (p < 0,02), os cães com histórico prévio de hemoparasitose
apresentaram risco de infecção (p<0,003), para os cães que não eram únicos em casa e convivi-
am com outros cães, houve risco de infecção (p<0,03) e os que não nunca foram ao médico ve-
terinário (p<0,04) o risco foi significativo.

4.6. Discussão

Observou-se presença de infecção por Hepatozoon canis em 55% dos cães testados, sendo que
60% residiam nas áreas rurais avaliadas. Estes resultados corroboram com os achados descritos
por Spolidorio et al.  (2009) na região norte do estado do Espírito Santo, onde identificaram
58,7% de positividade nos cães avaliados. 

O’Dwyer et al. (2001) reportaram que pouco se sabe a respeito dos fatores de riscos associados
a infecção por H. canis no Brasil. Assim como Spolidorio et al. (2009), o presente trabalho não
evidenciou a localidade de moradia dos cães como um fator de risco para doença. Adicional -
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mente, o presente trabalho observou correlação entre a hepatozoonose e os cães que não recebe-
ram manejo curativo quando havia presença de carrapatos, assim como com os que tinham his-
tórico prévio de hemoparasitose, ou que conviviam com outros cães, ou ainda que nunca tives-
sem sido levados ao médico veterinário.

Na literatura consultada não foi encontrado relato de anaplasmose em cães da região do sul do
Espírito Santo, entretanto este estudo permitiu evidenciar a presença da infecção em 2% dos
cães por Anaplasma sp., da área rural. A ocorrência de Anaplasma sp. foi menor que a encontra-
da por Costa-Júnior et al. (2013) em áreas rurais de Minas Gerais e os autores estabeleceram
maior prevalência do parasito, quando comparadas às áreas urbanas, semelhante a este estudo.

Houve ocorrência de 6% dos cães infectados por Babesia canis vogeli, e destes, 66,7% pertenci-
am às áreas rurais. Essa prevalência é inferior à encontrada por Spolidorio et al. (2010) na regi-
ão norte do Espírito Santo, que demonstraram presença em 46,6% dos cães da área rural  e
42,9% da área urbana, detectados tanto pela técnica molecular e sorológica.

Em quatro animais detectou-se a presença de E. canis, onde dois animais pertenciam a área rural
e dois a urbana, e são resultados semelhantes aos obtidos por Sales et al. (2015) que encontra-
ram na mesma região, em cães que foram atendidos no Hospital Veterinário de Alegre, a presen-
ça de 5,88% dos cães positivos para erliquiose canina, também foram semelhantes na forma de
identificação destes hemoparasitos, por nPCR.

Apesar da Anaplasma sp., B. canis vogeli e E. canis terem sido detectados na nPCR do sangue
dos cães das áreas rurais estudadas, não foi possível estatisticamente estabelecer para nenhum
destes hemoparasitos, presença de fator de risco associado ao local de moradia, devido ao pe-
queno número de animais positivos encontrados. Outros fatores de risco pesquisados por este
estudo também não foram associados a nenhum dos hemoparasitos, como presença de carrapato
no momento da entrevista ou durante os doze meses prévios, região rural ou urbana de habita-
ção dos cães, maior distância em quilômetros da sede do município, altitude dos distritos, idade,
sexo, raça ou se os cães convivem com animais de outras espécies.

A baixa taxa de coinfecção nos cães da região estudada era esperada (3%), visto que os animais
alvos deste estudo apresentavam-se assintomáticos no momento da avaliação, pois segundo Ro-
jas et al. (2014), as coinfecções são responsáveis por agravar os sinais clínicos dos cães com he-
moparasitoses. Outro fator que pode justificar a falta de sinais clínicos dos cães infectados pre-
sente neste estudo é a fase na qual o animal se apresenta, como a fase subclínica de cães com er-
liquiose (Procajlo et al., 2011) e ainda devido ao relato que a maioria dos animais infectados
com H. canis encontra-se sem a presença de sinais clínicos da doença, sendo classificados como
assintomáticos (Kelly et al., 2013; Harvey et al., 2016).

Segundo o último consenso do Colégio Americano de Medicina Interna Veterinária – ACVIM,
para a detecção de todos os pacientes com erliquiose canina o ideal é realização da associação
dos resultados dos exames moleculares e sorológicos (Neer et al., 2002), entretanto estes últi-
mos exames não puderam ser realizados no atual estudo, oque poderia significar uma menor
taxa de identificação de hemoparasitos presentes na região pesquisada. Outra limitação do nosso
estudo foi a impossibilidade de coleta de medula óssea e ou baço dos cães estudados, pois de-
pendendo da fase clínica em que estes animais se encontravam, seriam locais mais adequados
para a identificação do DNA dos hemoparasitos avaliados.
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Um dado presente na região que chama atenção é a pouca idade média dos cães, tanto da área
rural (3,4 anos), quanto da urbana (4,3 anos) declarada durante a pesquisa, sendo que 40% da
população encontravam-se na faixa entre um e dois anos de idade. Este fato pode ser elucidado
devido a três fatores regionais, um, a grande quantidade de animais que morrem, possivelmente
por doenças infecciosas como a cinomose, parvovirose e leptospirose, pois durante a entrevista
muitos tutores relataram que haviam perdido muitos cães com sinais clínicos compatíveis com
as doenças como “quartos caídos”, “pus nos olhos”, “fezes com sangue” e “tirícia” (icterícia). 

Outro fato que poderia explicar a maior presença de animais jovens no estudo é a alta taxa
(95%) de cães com acesso à rua, o que pode levar a ocorrência de atropelamentos e envenena-
mentos. 

E ainda, pelo alto número de cães 56% que nunca foram levados ao médico veterinário, desta
forma estes animais não recebem nenhum tipo de cuidado preventivo ou curativo das doenças
pelas quais possam ser acometidos.

Verificou-se nas respostas do questionário que 58% da população humana da área rural e 24%
da urbana, relataram que foram picados, ao menos uma vez, por carrapatos. No ambiente famili -
ar destas pessoas picadas, na área rural, 82,1% dos cães teve pelo menos uma presença de infec-
ção por hemoparasito no período deste estudo, na área urbana 25% dos cães, o que possibilita
risco de transmissão de hemoparasitoses aos humanos da região. O parasitismo por carrapatos
em humanos no Brasil já foi relatado por Danta-Torres et al. (2006) e levanta uma questão em
relação a capacidade deste artrópode ser o vetor de diferentes patógenos responsáveis pelas zoo-
noses (Nelder et al., 2016), inclusive causada pelos agentes deste estudo (Perez et al., 2006;
Elhamiani et al., 2016). 

4.7. Conclusão

Comprovou-se a ocorrência de Anaplasma sp, Babesia canis vogeli e Hepatozoon canis, na re-
gião do sul do Espírito Santo.

É o primeiro relato da existência de Ehrlichia canis, em área rural do Sul do Espírito Santo.

Foi observada baixa prevalência de  Anaplasma sp,  Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis nos
cães assintomáticos da região.

A cidade de Alegre é uma área com alta prevalência para Hepatozoon canis, sendo observada
presença de 55% dos cães infectados.

Os fatores de riscos avaliados foram significativos para cães com hepatozoonose, onde foi pos-
sível estabelecer que animais cujos tutores não realizavam manejo curativo quando o animal ti-
nha presença de carrapato, os cães com histórico prévio de hemoparasitose, cães que não eram
únicos em casa e conviviam com animais da mesma espécie, e que não nunca foram ao médico
veterinário apresentavam maior risco de se infectarem com H. canis. 
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5. ARTIGO 2 - DETECÇÃO DE REAÇÃO CRUZADA COM
BABESIA CANIS VOGELI, EHRLICHIA CANIS, ANAPLASMA SP. E

HEPATOZOON CANIS EM TESTE ELISA PARA LEISHMANIA
INFANTUM CHAGASI EM CÃES DE ÁREA NÃO ENDÊMICA

Detection of cross-reaction with Babesia canis vogeli, Ehrlichia canis, Anaplasma sp. and He-
patozoon canis in ELISA test for Leishmania infantum chagasi in dogs from non-endemic área.

5.1. Resumo

Objetivou-se confirmar área não endêmica no município de Alegre, ES, para leishmaniose vis-
ceral canina e verificar possível a possível existência de reação cruzada ou coinfecção no teste
ELISA com antígeno de Leishmania infantum chagasi com diferentes hemoparasitas. As amos-
tras sanguíneas de 124 cães do município foram submetidas à extração de DNA da Babesia ca-
nis vogeli, Ehrlichia canis, Anaplasma sp. e Hepatozoon canis, pelo nested PCR. Para detecção
de Leishmania infantum chagasi utilizou-se o teste imunoenzimático ELISA com antígeno “in
house”  de  Leishmania  infantum chagasi,  e  as  positivas  foram  retestadas  pelo  teste  rápido
Leishmania Ac® (Alere™). Dos 124 cães, 33 amostras (26,6%) foram positivas no ELISA, des-
tas, uma continuou positivo no teste rápido. Das amostras positivas no ELISA, 18(54,5%) tam-
bém foram no PCR para outras hemoparasitoses: 14 (42,4%) Hepatozon canis; 3(9,1%%) Babe-
sia canis vogeli; 2(6,1%) Ehrlichia canis. E infecções mistas: 1(3,2%) Babesia canis vogeli e
Ehrlichia canis; 1(3,2%)  Ehrlichia canis e  Hepatozoon canis.  Observou-se reação cruzada no
ELISA para Babesia canis vogeli,  Ehrlichia canis e Hepatozoon canis, e um alóctone positivo
para Leishmania infantum chagasi. Conclui-se que o teste ELISA apresentou alto percentual de
falsos positivos e que o município de Alegre –ES não foi possível identificar cães soropositivos
para Leishmania infantum chagasi. 

5.2. Abstract

The study objective was to confirm the municipality of Alegre/ ES as non-endemic area to leish-
maniasis and verify possible crossed-reaction or co-infection by ELISA test with Leishmania in-
fantum chagasi crude antigen. Blood samples of 124 dogs were submitted to DNA extraction
of Babesia canis vogeli,  Ehrlichia canis,  Anaplasma sp.  e Hepatozoon canis by nested PCR
technique. To detectLeishmania infantum chagasi an immunoenzymatic (ELISA) test with in
house Leishmania  infantum  chagasi antigen  was  used,  and  positive  samples  were subse-
quently tested by Leishmania Ac® (AlereTM) rapid test. Of 124 samples, 33 (26,6%) were posi-
tive  in  ELISA,  but  only one was positive  in  the  rapid test.  From ELISA positive  samples,
18(54,5%) were also positive in PCR to other hemoparasitosis: 14 (42,4%) Hepatozon canis;
3(9,1%%) Babesia  canis  vogeli;  2  (6,1%) Ehrlichia  canis.  Concerning  to  Mixed-infections:
1(3,2%) Babesia canis vogeli and Ehrlichia canis; 1(3,2%) Ehrlichia canis and Hepatozoon ca-
nis. Crossed-reaction  was  observed  in  ELISA test  withBabesia  canis  vogeli e Ehrlichia  ca-
nis and Hepatozoon canis and one allochthonous was positive to Leishmania infantum chagasi.
We concluded that ELISA presented high percentage of false positives, which might have being
pronounced by testing dogs in non-endemic area. Concluded that the ELISA test showed a high
percentage of false positives and that the municipality of Alegre-ES is a non-endemic area of
Leishmania infantum chagasi. 

79



5.3. Introdução

No Brasil,  a  leishmaniose visceral  (LV) é causada pela  Leishmania infantum chagasi  e sua
transmissão ocorre por meio da picada de fêmeas dos dípteros da Lutzomyia longipalpis (Gonti-
jo e Melo, 2004; Quinnell et al., 2013). O cão é considerado o principal reservatório da leishma-
nia visceral canina (LVC) no ambiente doméstico, servindo como fonte de infecção aos seres
humanos (Brasil, 2006; Baneth e Solano-Gallego, 2012) e a prevalência da LVC em áreas endê-
micas pode atingir de 20 a 40% da população (Baneth e Solano-Gallego, 2012).

A leishmaniose visceral é considerada uma endemia e avança para áreas anteriormente livres,
com expansão para os grandes centros urbanos (Romero e Boelaert, 2010). Nas últimas décadas,
o aumento dos casos de LV no Brasil e o avanço da doença para áreas livres põe em dúvida o
real impacto das medidas de controle que vem sendo preconizadas (Romero e Boelaert, 2010).

O diagnóstico da LV pode ser complexo, visto a variada sintomatologia que dificulta o diag-
nóstico clínico e as limitações de cada teste em particular. A identificação parasitológica tem
baixa sensibilidade e, por isso, caráter limitado, sendo inapropriado na triagem de cães para con-
trole epidemiológico da doença (Mettler et al., 2005; Quaresma et al., 2009). Em relação aos
exames sorológicos a literatura é controversa a respeito da ocorrência de reações cruzadas e em
relação à sensibilidade e especificidade deste teste (Romero e Boelaert, 2010). Ainda não existe
um procedimento padrão ouro para o diagnóstico da infecção por Leishmania infantum chagasi,
especialmente na detecção da infecção assintomática (Cakan et al., 2010; Romero e Boelaert,
2010).

Em busca de maior acurácia, bem como melhorar a aplicabilidade dos testes no diagnóstico da
doença, objetivou-se confirmar área não endêmica no município de Alegre, ES para leishmanio-
se visceral canina e verificar possível reação cruzada ou coinfecção com diferentes hemoparasi-
tos, no teste ELISA com antígeno de Leishmania infantum chagasi, tendo como contra prova o
teste Leishmania Ac® (Alere™). 

5.4. Metodologia

Foram incluídos no estudo 124 cães, independente de raça e sexo, com mais de um ano de ida-
de, no município de Alegre, e que foram atendidos no Hospital Veterinário da Universidade Fe-
deral do Espírito Santo.

Foram coletados 3,0 mL de sangue da veia cefálica e/ou jugular, armazenados em microtubos
Vacuplast® com EDTA (ácido etilenodiamino tetracético) a 10%, a -20ºC para posterior extra-
ção de DNA. Parte do sangue, foi armazenado em tubos estéreis sem anticoagulante BD Vacu-
tainer® para obtenção do soro, após centrifugação (Spinlab®) para realização do ensaio imuno-
absorção enzimática – ELISA e teste rápido imunocromatográfico Leishmania Ac® (Alere™).

Para o diagnóstico molecular dos hemoparasitos foi realizada a extração de DNA das amostras
de sangue no Laboratório de Biotecnologia do Departamento de Ciências Biológicas da Univer-
sidade Federal do Espírito Santo, Alegre- ES. Foi utilizado o protocolo conforme instruções do
fabricante, com kit Wizard® Genomic DNA Purification.

A realização do diagnóstico molecular dos protozoários dos gêneros  Babesia e Hepatozoon, e
das riquétsias dos gêneros Anaplasma e Ehrlichia foram realizadas por meio da técnica de nes-
ted PCR (nPCR), permitindo uma maior sensibilidade da reação (Quadro 4) segundo Silveira et
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al. (2011). A amplificação do DNA foi realizada nos laboratórios de Protozoologia Veterinária e
Parasitologia Molecular do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais – UFMG.

O produto de PCR purificado foi sequenciado pela empresa Myleus Biotechnology (www.my-
leus.com) através de eletroforese capilar em aparelho ABI3130 (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), utilizando-se polímero POP7 e BigDye v3.1.

O protocolo para a técnica de Ensaio de Imunoabsorção Enzimática - ELISA foi executada se-
gundo Ribeiro et al. (2007) utilizando a fase estacionária das culturas de  L. infantum chagasi
(MHOM/BR/1974/PP75) fornecida como amostra referência pelo Laboratório de Pesquisas em
Leishmaniose – FIOCRUZ. Os protozoários foram lisados e centrifugados para a separação dos
fragmentos particulados e o sobrenadante foi dialisado para retenção e separação de moléculas
solúveis com peso superior 20 KDa. O ensaio foi realizado em placas de poliestireno de 96 po-
ços (Nunc Maxisorp, Nalgene Nunc International, Rochester, NY). A determinação da reativida-
de baseou-se em leituras superiores ao ponto de corte (cut off) calculado com a média da densi-
dade óptica dos soros de três cães negativos (controles negativos) mais duas vezes o desvio-
padrão, conforme metodologia descrita por Tannus et al. (2007).

O teste rápido de ensaio imunocromatográfico foi realizado nas amostras positivas no ensaio de
imunoabsorção enzimática - ELISA, com o kit rápido Alere™ Leishmania Ac® para detecção
qualitativa de anticorpos anti-Leishmania chagasi com a proteína recombinante rk28 (antígenos
rK9, rK39 e rK26), conforme as recomendações do fabricante. 
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Quadro 4: Sequência de iniciadores utilizados para identificação de gêneros de hemoparasitos pela téc-
nica de nested PCR (nPCR).

Gênero Sequência (5’ – 3’) Iniciador Alvo
Pro-
duto

Referência

Babesia/
Hepatozoon

1a Reação
CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC

CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC

RIB-19
RIB-20

18S
rRNA

1700
(Zahler et
al., 2000)

2a Reação
ACCTCACCAGGTCCAGACAG GTA-

CAAAGGGCAGGGACGTA

BAB-rumF
BAB-rumR

18S
rRNA

430
(Silveira et
al., 2011)

Ehrlichia
Monocítica

1a Reação
ACGGACAATTGCTTATAGCCTT ACA-

ACTTTTATGGATTAGCTAAAT

NS16SCH1F
NS16SCH1R

16S
rRNA

1195
(Kawahara
et al., 2009)

2a Reação
GGGCACGTAGGTGGACTAG CCTGT-

TAGGAGGGATACGAC

NS16SCH2F
NS16SCH2R

16S
rRNA

443
(Kawahara
et al., 2009)

Anaplasma/
Granu-
locítica

1a Reação
CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC
TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC

GE3a
GE10r

16S
rRNA

932
(Massung et

al., 1998)

2a Reação
AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT
GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG

GE9f
GE2

16S
rRNA

546
(Massung et

al., 1998)



5.5. Resultados

De 124 amostras de sangue de cães avaliados, 33 (26,6%) ultrapassaram o  cut off do ELISA
para  Leishmania infantum chagasi (L. chagasi). Dessas amostras positivas no ELISA, apenas
uma (3%) foi positiva no teste imunocromatográfico rápido rK39, que corresponde ao cão que,
segundo relato do tutor, morou por dois anos em Teófilo Otoni-MG, área endêmica para a LVC. 

Das 124 amostras de sangue canino, 33 (26,6%) foram positivas no ELISA para Leishmania in-
fantum chagasi e, destas, 22 (66,7%) encontravam-se positivas na PCR para outras hemoparasi-
toses. Onde, somente em um cão foi confirmado pelo teste rápido imunocromatográfico a infec-
ção por Leishmania infantum chagasi, e representa (0,8%) (Tabela 2) das amostras testadas. Foi
realizada a punção de medula do animal que apresentou os dois testes sorológicos positivos,
confirmando a presença de amastigotas em medula óssea do cão

5.6. Discussão

Observa-se na literatura consultada grande divergência em relação aos valores de sensibilidade e
especificidade nos testes ELISA utilizados na rotina clínica (Peixoto et al., 2015). Essa diferen-
ça pode ser explicada pela utilização de diversas técnicas de ELISA empregadas,  como por
exemplo a utilização de antígeno de bruto de Leishmania infantum chagasi (L. infantum), pois o
uso de antígenos brutos amplia o espectro do teste, aumentando sua sensibilidade, pois com-
preende uma série de epítopos antigênicos não específicos da L. infantum pesquisada, porém re-
duz a especificidade, uma vez que outras leishmanias, até de espécies não visceralizantes, assim
como outros hemoparasitos podem apresentar epítopos similares (Barbosa-De-Deus et al., 2002;
Mettler et al., 2005; Alves et al., 2012; Da Silva et al, 2013).

Neste  estudo  foi  observada  a  existência  de  reação  cruzada  no  ELISA  com diferentes
hemoparasitos como Hepatozoon canis; Babesia canis vogeli e Ehrlichia canis isoladamente e
infecções mistas com Babesia canis vogeli  x Ehrlichia canis e  Ehrlichia canis  x Hepatozoon
canis e também amostras negativas para os hemoparasitos testados, enquanto que Krawczak et
al. (2015) encontrou pelo ELISA soropositividade entre L. infantum e Ehrlichia canis em 4,3%;

82

Tabela 2: Animais apresentando reação cruzada no teste ELISA para leishmaniose visceral canina, corre-
lacionado com infecções por diferentes hemoparasitos testados.

POSITIVOS
Número de ani-

mais
Representatividade (%)*

Hepatozoon canis 14 42,4

Babesia canis vogeli 2 6,0

Ehrlichia canis 3 9,0

Anaplasma sp. 0 0

Ehrlichia canis + Hepatozoon canis 1 3,0

Babesia canis vogeli + Ehrlichia canis 2 6,0

Negativos 11 33,3

Imunoabsorção enzimática - ELISA 33 100
* Percentual dos animais positivos no teste ELISA para L. infantum, cuja infecção por outro hemoparasito
foi comprovada por meio de nPCR.



L. infantum e  Babesia canis vogeli em 6,7%, das amostras testadas, mas nega a ocorrência de
reação cruzada e justifica o achado da coinfecção por ambos os patógenos. 

O presente trabalho foi desenvolvido em área não endêmica para a LVC e, dos 33 cães positivos
pelo ELISA, 32 apresentaram resultados negativos no teste rápido imunocromatográfico, o que
demonstra que a soropositividade não foi decorrente da infecção pela L. infantum, mas pela rea-
ção cruzada, comprovada por nPCR para Babesia canis vogeli (B. vogeli),  Ehrlichia canis (E.
canis), Hepatozoon canis (H. canis),  o que não ocorreu com Anaplasma platys (A. platys). Os
resultados do estudo não se assemelham aos descritos por Krawczak et al. (2015), pois estes au-
tores relataram que no teste sorológico não ocorreu a presença de reação cruzada entre L. infan-
tum e Babesia sp. e Ehrlichia sp. mas sim coinfecção. 

Houve a presença de um cão coinfectado com H. canis e L. infantum, que apresentou ELISA po-
sitiva para L. infantum e nPCR positivo para H. canis, em área endêmica para hepatozoonose,
mas não é endêmica para leishmaniose, portanto não houve reação cruzada, e sim coinfeção,
pelo menos para este cão, fato que justifica os relatos de que os testes sorológicos são controver-
sos devido à existência de resultados ambíguos aos que se refere a presenças ou não de coinfec-
ções e de reação cruzada, como nos trabalhos de Barbosa-De-Deus et al. (2002), Ferreira et al.
(2007), Oliveira et al. (2008); Alves et al. (2012), Krawczak et al. (2015) pois afirmam ou ne-
gam, que as técnicas sorológicas para detecção da LV podem mostrar significativo percentual de
falsos positivos nas técnicas de ELISA, que utilizam antígenos brutos bem como nos testes de
imunofluorescência indireta (RIFI). 

Observou-se que 10 soros dos cães deste estudo foram positivos para ELISA e negativos, tanto
pela nPCR quanto pelo teste imunocromatográfico rápido, para qualquer dos hemoparasitos es-
tudados, portanto não podem ser atribuídos à reação cruzada destes patógenos, mas podem estar
relacionados a outras infecções não pesquisadas, como com  Trypanossoma caninum e  Trypa-
nossoma cruzi (Alves et al., 2012; Zanette et al., 2014), Toxoplasma gondii (Zanette et al., 2014)
e Neospora canis (Zanette et al., 2014).

Houve um percentual de 26,6% (33/124) de animais positivos no teste ELISA, e a escolha pela
confirmação do alto número de animais positivos, neste estudo, ocorreu por tratar-se de um teste
reconhecido com alta sensibilidade, o que melhora a obtenção de resultados positivos. Optou-se
por realizar a contraprova utilizando o teste imunocromatográfico por ser um teste que apresenta
maior especificidade revelando os cães falsos positivos. 

Devido à baixa especificidade dos testes sorológicos de ELISA e RIFI, recentemente, o Ministé-
rio da Saúde mudou a sua recomendação para os programas de controle epidemiológico da
LVC. Até 2011, o teste de ensaio de imunoabsorção enzimática - ELISA era utilizado como tria-
gem para leishmaniose, seguido pelo teste de reação de imunofluorescência indireta (RIFI 1:40)
como confirmatório. Pela ocorrência de falsos positivos a partir de 2011, houve substituição
para triagem o teste imunocromatográfico Dual-Path-Platform (DPP® teste rápido para LVC),
seguido por ELISA como exame confirmatório (Brasil, 2011). 

A escolha do teste rápido imunocromatográficos com antígenos rK26 e rK39 para a realização
do presente estudo, ocorreu por ser um teste rápido e seguro corroborando com as observações
de Quinnel et al. (2013) quando consideraram a agilidade dos resultados como um fator favorá-
vel dessa técnica, pois são obtidos em minutos após a coleta do sangue, tornando esse teste ideal
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para os programas de controle da doença, pois permite que se tome a medida adequada no mo-
mento do diagnóstico positivo.

O ensaio imunocromatográfico mostrou-se mais específico, pois evidenciou os cães com sorolo-
gia falsos positivos, assim como nos estudos de Grimaldi et al. (2012), Da Silva et al. (2013),
Ker et al. (2013), Krawczak et al. (2015) que compararam o ensaio com testes sorológicos de
ELISA e RIFI e o teste de aglutinação direta (DAT). Entretanto, para Quinnel et al. (2013) há
um significativo percentual de falsos negativos, questão resolvida quando é aplicado na mesma
população um teste amplo, com grande sensibilidade, como o teste ELISA.

As técnicas moleculares podem ser utilizadas no diagnóstico da leishmaniose visceral, mas op-
tou-se pelo ensaio imunocromatográfico e ELISA porque são testes com menor custo, mais rápi-
dos, com alto grau de especificidade e indicados para triagem, que era um dos objetos deste tra-
balho. Mesmo que a associação do PCR com as sorologias como teste confirmatório seja poten-
cialmente  perfeita,  deve-se  levar  em consideração  as  questões  operacionais,  Quinnel  et  al.
(2013) reportaram que a técnica molecular demanda capacitação técnica dos profissionais en-
volvidos, exige acondicionamento adequado das amostras e o processamento pode levar a um
atraso no resultado.

Procurou-se realizar a associação de testes sorológicos com a nPCR no presente estudo, porque
como reportado por (Cakan et al., 2010; Romero e Boelaert, 2010), ainda não se determinou
procedimento padrão ouro para o diagnóstico de LVC, especialmente na detecção da infecção
assintomática e a associação da PCR como técnica comprovatória em animais sorologicamente
positivos é o panorama ideal. Há necessidade de aprimoramento da acurácia dos testes para de-
tecção da LVC bem como de sua aplicabilidade, para tornar as medidas de controle da doença,
mais eficazes, permitindo a melhor contenção do avanço da endemia pelo país.

5.7. Conclusões

O presente estudo indica a existência de reação cruzada no teste de ELISA com antígeno bruto
de L. infantum com Hepatozoon canis, Babesia canis vogeli e Ehrlichia canis. 

Não foi evidenciado cão autóctone pertencente ao município de Alegre com sorologia positiva
para L. infantum chagasi. 

Deve-se levar em consideração à baixa especificidade observada no teste ELISA utilizando-se o
antígeno bruto de L. infantum, desta forma, triagem epidemiológicas utilizando-se o teste devem
ser realizadas com critério, realizando-se uma contra prova com testes mais específicos.

Os resultados encontrados reafirmam a orientação do Ministério da Saúde quanto à detecção da
leishmaniose visceral canina, de se utilizar testes com alta especificidade e outro de maior sensi-
bilidade. 
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6. ARTIGO 3 - HEMATOLOGIA E BIOQUÍMICA SÉRICA DE CÃES
HEMOPARASITADOS ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO COM

DOXICICLINA NO MUNICÍPIO DE ALEGRE – ES.

Biochemical and hematologic serum analyses of dogs infected with hemoparasites before and
after treatment with doxycycline in county of Alegre – ES.

6.1. Resumo

Cães com diferentes hemoparasitoses são atendidos frequência na rotina clínica do médico vete-
rinário no Brasil. Acredita-se que seja de importante valor a detecção de particularidades locais
destas afecções. Objetivou-se com este estudo avaliar as alterações hematológicas e bioquímicas
séricas de cães com diferentes hemoparasitos, antes e depois do tratamento de cães com doxici-
clina, no município de Alegre, ES. As alterações laboratoriais mais comuns foram: anemia nor-
mocítica hipocrômica, trombocitopenia, hipoalbuminemia e aumentos da atividade sérica das
enzimas alanina aminotransferase e fosfatase alcalina, antes do tratamento nos grupos de cães
mono e coinfectados. Conclui-se que os cães do grupo de monoinfectados com Ehrlichia canis
negativaram após o tratamento com doxiciclina. O grupo de cães coinfectados, com Babesia ca-
nis vogeli e Anaplasma platys, não tiveram retorno aos valores de referência do hematócrito e
hemoglobina, mesmo após o tratamento com o cloridrato de doxiciclina. O município de Alegre,
na região do sul do Espírito Santo, pode ser considerado endêmico para hemoparasitoses, com
grande taxa de reinfecção. 

Palavras chaves: Anemia, trombocitopenia,  Babesia canis vogeli,  Ehrlichia canis, Anaplasma
platy.

6.2. Abstract

Dogs  with different  types  of  hemoparasites  infections  are  commonly attended in veterinary
medicine  routine  in  Brazil.  It  is  believed  to  be  important  the  understanding  about  local
particularities of these diseases. It was aimed in this study the evaluation of hematologic and
biochemical  alterations  in  dogs  before  and  after  treatment  with  doxycycline  for  different
hemoparasite infections in County of Alegre. The most common laboratorial alterations were
normocytic  hypochromic  anemia,  thrombocytopenia,  hypoalbuminemia  and  increase  serum
activity  of  alanine  aminotransferase  and  alkaline  phosphatase  enzymes  before  treatment  of
monoinfected  and  coinfected  groups  of  dogs.  It  was  concluded  that  dogs  from  the  group
monoinfected with Ehrlichia canis were completely recovered after treatment with doxycycline.
The coinfected group with Babesia canis vogeli and Anaplasma platys did not return to normal
levels of hematocrit and hemoglobin, even after treatment with hydrochloride of doxycycline.
The  county  of  Alegre,  south  of  Espírito  Santo,  would  be  considered  endemic  for  parasite
infections, with a high rate of reinfection. 

Keywords:  Anemia,  thrombocytopenia,  Babesia  canis  vogeli,  Ehrlichia  canis,  Anaplasma
platys.

6.3. Introdução

Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Babesia canis vogeli são importantes agentes causadores de
hemoparasitose em cães no Brasil (Vieira et al., 2011; Lasta et al., 2013; Araújo et al., 2015).
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Apesar da elevada prevalência de hemoparasitoses, o diagnóstico dessa afecção, pode represen-
tar um desafio para o clínico de pequenos animais (Dagnone et al., 2001), pois estes parasitos
produzem uma ampla variedade de sinais clínicos inespecíficos.

Entretanto, apesar da inespecificidade das apresentações clínicas, foi possível correlacionar à in-
fecção as alterações mais específicas em determinadas regiões (Sousa et al., 2010; Witter et al.,
2013). Desta forma, acredita-se que a frequência destes sinais podem ser diferenciados depen-
dendo da localidade estudada, e somado ao fato de que as análises laboratoriais poderão favore-
cer o diagnóstico deste grupo de doenças (Costa et al., 2015).

Objetivou-se avaliar as alterações hematológicas e bioquímicas de cães com diferentes hemopa-
rasitoses no município de Alegre–ES,  realizando-se comparações entre os diferentes perfis in-
fecciosos e a influência do tratamento com doxiciclina.

6.4. Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal, da Universidade Fe-
deral do Espírito Santo - ES, sob o número 047/2015. 

6.4.1. Seleção dos animais

Foram incluídos no presente estudo 23 cães maiores de um ano de idade, independentes de raça
e sexo, apresentando pelo menos três critérios clínicos e ou laboratoriais compatíveis com he-
moparasitose, conforme descrito por Neer et al., 2002 e 10 cães hígidos da mesma região, sem
nenhum sinal clínico. Todos os cães foram atendidos no Hospital Veterinário da Universidade
Federal do Espírito Santo – UFES, ES, após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Es-
clarecido, pelos seus tutores.

6.4.2. Obtenção de amostra 

Foram coletados 3 mL de sangue a partir da punção da veia cefálica e/ou jugular com prévia as-
sepsia do local. O sangue foi armazenado em microtubos VACUPLAST® com EDTA (ácido eti-
lenodiaminotetracético) a 10% para a realização do hemograma com o analisador automático
(Mindray 2800VET) que fornece a contagem automática de hemácias, leucócitos totais, plaque-
tas e concentração de hemoglobina e os valores de volume corpuscular médio (VCM), concen-
tração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
distribuição da largura das células vermelhas (RDW). A gravidade da anemia seguiu os mesmos
critérios de Drumont (2013).

Para o plaquetograma (PCT), o número de plaquetas do contador hematológico foi conferido em
lâmina pela contagem da média do número de plaquetas em cinco campos em 100X, com poste-
rior multiplicação por 20.000 (Jain, 1993).

Foram preparados esfregaços do sangue periférico corados com panótico rápido (Laborclin®)
para a realização da contagem diferencial de leucócitos e análise morfológica das células san-
guíneas por meio da microscopia de luz (Olympus®CX40) com objetiva de imersão. Para a rea-
lização da pesquisa de hemoparasitos foram confeccionados as extensões das capas leucocitá-
rias, com auxílio de microcapilares centrifugados (Nova Instruments®) a 10.000 rpm por 5 mi-
nutos.
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O sangue coletado em tubos estéreis sem anticoagulante BD Vacutainer® foi utilizado para ob-
tenção do soro para as análises bioquímicas, realizadas com os Kits comerciais da Labtest Diag-
nóstica S.A, de acordo com as normas do fabricante. As análises foram realizadas em analisador
bioquímico  semiautomático  (BIOPLUS  2000).  Foram  quantificados  os  valores  de  ureia
(mg/dL), creatinina (mg/dL), cálcio (mg/dL), fósforo (mg/dL), proteína sérica (g/dL), albumina
(g/dL),  globulina  (g/dL),  e  avaliados  os  valores  da  atividade  sérica  da  fosfatase  alcalina
(FA/UL) e alanina aminotransferase (ALT/UL), Aspartato aminotrasferase (AST/UL), gama glu-
tamiltrasferase (GGT/UL). Utilizou-se a técnica clássica de precipitação pelo calor, descrita por
Schalmet al, (1970) para a obtenção dos valores de fibrinogênio (mg/L). Os valores de referên-
cia utilizados estão embasados em Kaneko et al. (1997).

Após a realização do hemograma e do fibrinogênio, o sangue foi mantido em refrigeração para
posterior realização de extração de DNA.

6.4.3. Análises moleculares

O DNA foi extraído a partir de 300µL de sangue de cada cão, com o Kit de extração Wizard Ge-
nomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as normas do fabri-
cante. A PCR foi realizada pelas técnicas convencioanal e nested PCR (nPCR). Utilizou-se uma
alíquota do primeiro produto de PCR amplificado para a segunda reação de nPCR. Os iniciado-
res foram utilizados para detectar:  Babesia spp, membros da família Anaplasmataceae que in-
fectam monócitos, granulócitos e plaquetas, descrito por Silveira et al. (2011).

Os produtos da amplificação da PCR foram separados por electroforese em gel de agarose a 1%
(40 min, 100 V), corados com GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, EUA) e visualizados sob luz
ultravioleta. As amostras positivas foram purificadas com o kit QIAquick PCR Purification (Qi-
agen Biotecnologia Brasil, São Paulo, Brasil) conforme o fabricante. E sequenciadas com o Ap-
plied Biosystems modelo ABI3130 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e o Applied Bi-
osystems BigDye® Direct Cycle Sequencing Kit (v.3.1), com o polímero POP-7TM como ma-
triz de separação e os primers utilizados na reação de PCR. As sequências foram alinhadas, edi-
tadas e analisadas utilizando MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). A identidade de cada sequência
foi confirmada por comparação com as sequências disponíveis no GenBank com auxílio do
software BLAST (Altschul et al., 1990).

6.4.4. Formação dos grupos

De todos os 23 cães suspeitos, 18 foram positivos para hemoparasitos pela técnica da nested
PCR (nPCR) e cinco foram excluídos por estarem doentes, mas sem presença de DNA hemopa-
rasitos pesquisados pela nPCR. Os cães foram divididos em dois grupos: G1-10 cães com mo-
noinfecção, G2-8 cães coinfectados, G3-10 cães selecionados, clinicamente saudáveis e nPCR
negativos.

6.4.5. Tratamento

Todos os animais do G1 e do G2 receberam cloridrato de doxiciclina, na dose de 10 mg/kg SID
por 28 dias, como droga única, pois é referenciada como efetiva para os diferentes hemoparasi-
tos pesquisados (Neer et al., 2002; Niwetpathomwat, 2006; Gaunt et al., 2010), permitindo desta
forma que os animais pudessem ser tratados de forma adequada.

Os animais foram avaliados no tempo D1 (antes do tratamento) e no tempo D2 (depois de 28
dias de tratamento). Aos animais do G3 não foi fornecido medicamentos visto que se encontra-
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vam hígidos, estes foram utilizados como fonte de comparação com os outros grupos infectados
e com os valores de referência (Kaneko, 1997).

6.4.6. Análise estatística

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado. Os dados quantitativos foram testados
quanto à normalidade, pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para comparação dos dados, segun-
do o perfil de infecção (G1, G2 e G3) utilizou-se a análise de variância, seguida do teste de
Fisher e Tukey ad-hoc, para os valores de hematócrito, HCM, linfócitos, monócitos e plaquetas,
proteínas totais e globulinas, antes do tratamento, e hemoglobina, HCM, leucocitos totais, seg-
mentados, linfócitos, monócitos e plaquetas, creatinina, fósforo, GGT, ALT, proteínas totais e al-
bumina após o tratamento, por apresentarem distribuição normal. As demais comparações foram
realizadas pelo teste de Kruskall-Wallis e Dunns ad-hoc. Para análise comparativa dos resulta-
dos antes e após o tratamento (considerando apenas G1 e G2), os valores obtidos para hemoglo-
bina, hematócrito, contagem total de linfócitos, monócitos e plaquetas, proteína total, albumina
e globulinas apresentaram distribuição normal e foram, portanto, comparados pela análise de
variância e teste de Fisher, enquanto as demais análises foram realizadas pelo teste de Mann-
Whitney. Considerou-se significativa as diferenças com p<0,05.

6.5. Resultados 

Em 18/23 (78,3%) cães houve a amplificação do DNA dos hemoparasitos pela nPCR e estes
cães serviram como base para o estudo. Onde, antes do tratamento, 10/18 (55,55%) encontra-
vam-se monoinfectados (G1) e 8/18 (44,45%) coinfectados (G2). Dos 18 cães hemoparasitados
e positivos pela nPCR, apenas em 5/18 foram observadas a presença do agente em lâmina, 2/5
sugestivos de Babesia sp., em eritrócito, 2/5 de A. platys em plaquetas e 1/5 de E. canis em mo-
nócito.

No D1(Quadro 5), dos animais do G1, 6/10 estavam positivos para E. canis, 2/10 para B. canis
vogeli e 2/10 para A. platys, isoladamente. Os cães do grupo G2 apresentaram coinfecção: 4/8
positivos para E. canis + B. canis vogeli, 2/8 E. canis + A. platys, 1/8 E. canis + B. canis vogeli
+ A. platys, 1/8 para B. canis vogeli + A. phatys. 
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Dos 17 animais que completaram o estudo, (um animal do grupo coinfectado, com E. canis + B.
canis vogeli foi a óbito), cinco negativaram para todos os hemoparasitos, quatro do G1 e um do
G2; e 12 cães não apresentaram cura completa após os 28 dias de tratamento pela doxiciclina,
pois, se mantiveram infectados ou se reinfectaram durante o decorrer do estudo. Destes cães
7/12 se infectaram com outro hemoparasito e 5/12 mantiveram-se com os mesmos hemoparasi-
tos (Quadro 5).

Dos  cães  infectados  antes  do  tratamento,  17/18  (94,4%)  apresentaram anemia,  no  G1,  6/9
(66,67%) demonstraram anemia normocítica hipocrômica e 3/9 anemia normocítica normocrô-
mica. Destes nove cães que apresentava anemia, 8/9 (88,9%) foi classificada como suave e 1/9
de moderada. No G2 4/8 (50%) dos cães apresentaram anemia normocítica hipocrômica, 3/8
anemia normocítica normocrômica e 1/8 anemia microcítica hipocrômica. Nos cães do G2 4/8
(50%) a anemia foi classificada como suave e 50% moderada. A infeção hemoparasitária desen-
cadeou  diferença  nos  valores  da  hematimetria,  no  D1  entre  os  grupos  G3  com  G1  e  G2
(p=0,0002). Não foi observada diferença estatística entre G1 e G2, apesar da média do número
total de eritrócitos no grupo G2, encontrar-se com valores inferiores ao G1 (Tabela 3). A dife-
rença no número de eritrócitos, antes e depois do tratamento de cada grupo foi altamente signifi -
cativa (p<0,0001). No D2 a média dos valores totais de eritrócitos do G1 e G2 retornou aos va-
lores de referência.
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Quadro 5: Perfil infeccioso de cada animal dos grupos monoinfectados (G1) e coinfectados (G2) antes e 
depois do tratamento.

Animal Antes do tratamento - D1 Depois do tratamento - D2
Monoinfectados – G1

1 E. canis negativo
2 B. canis vogeli A. platys, B. canis vogeli
3 B. canis vogeli A. platys, B. canis vogeli
4 E. canis A. platys, B. canis vogeli
5 E. canis negativo
6 E. canis A. platys
7 E. canis negativo
8 A. platys negativo
9 A. platys A. platys
10 E. canis A. platys

Coinfectados – G2
1 A. platys, B. canis vogeli, E. canis negativo
2 A. phatys, B. canis vogeli A. platys, B. canis vogeli
3 B. canis vogeli, E. canis A. platys, B. canis vogeli
4 B. canis vogeli, E. canis B. canis vogeli
5 B. canis vogeli, E. canis óbito
6 B. canis vogeli, E. canis B. canis vogeli
7 A. platys, E. canis A. platys, B. canis vogeli
8 A. platys, E. canis A. platys
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Tabela 3: Média e desvio-padrão dos valores hematológicos dos cães pertencentes aos grupos monoinfec-
tados (G1), coinfectados (G2) e controle (G3), antes (D1) e depois do tratamento (D2).

Analito

Monoinfectados - G1 Coinfectados - G2

Controle - G3 Referência

D1 D2 D1 D2

Hemácias
(x106/μL)

4,7±0,8 5,8±0,7 4,1±1,2 5,6±1,6 6,8±0,7 5,5-8,5

Hemoglobina
(g/dL)

9,7±1,5 12,3±1,7 8,1±2,3 11,6±3,6 14,8±1,7 12-18

Hematócrito % 30,4±4,3 38,8±4,6 25,4±7,4 35,8±9,7 45,2±5,1 37-55

VCM
(fL)

65,4±2,3 66,2±2,3 61,6±3,6 63,6±1,6 66,7±2,0 60-77

CHCM
(g/dL)

31,8±1,4,0 32,9±1 30,7±4,1 36,0±1,5 32,6±0,4 32-36

HCM
(g/dL)

20,7±0,7 20,9±1,1 20,1±0,9 20,8±0,8 21,7±0,7 19,5-24,5

RDW
(%)

12,4±1,4 13,8±1,1 13,6±1,9 13,3±1,0 12,2±1,1 12-15

Leucometria global
(céls/μL)

7.820,0±2.984,3 11.730,0±4.599,0 10.711,1±8.367,3 11.371,4±4.482,5 10.750,0±2.320,6 6.000-17.000

Metamielócios
(céls/μL)

0,0±0,0 0,0±0,0 32,0±96,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0

Bastões (céls/μL) 194,7±319,1 294,0±929,7 455,0±837,4 56,3±76,0 41,6±55,2 0-300

Neutrófilos
(céls/μL)

4.860,7±2.840,1 6.905,0±3.087,7 6.859,4±6.577,3 6.975,6±2.448,1 6.703,3±1.942,5 3.000-11.500

Linfócitos
(céls/μL)

1.607,8±920,6 2.380,2±995,3 1.910,1±1.441,7 2.365,6±1.918,4 2.281,2±1.141,6 1.000-4.800

Eosinófilos
(céls/μL)

1.446,1±1.663,0 450,2±724,3 1.208,7±1.066,0 636,3±669,1 1.044,1±739,6 100-1.250

Monócitos
(céls/μL)

706,6±459,8 704,7±238,2 818,2±455,7 829,4±372,5 679,8±328,1 150-1.350

Plaquetometria
(x10³/μL)

73±58 285±133 112±80 231±64 355±114 175-500

VCM: Volume corpuscular médio; CHCM: Concentração de hemoglobina corpuscular média; HCM: He-
moglobina corpuscular média; RDW: Largura de distribuição das células vermelhas.



Antes do tratamento, D1, os valores de Hematócrito (Ht) e Hemoglobina (Hb) demonstraram di-
ferença estatística quando se comparou G3 com G1 e G2 (p< 0,0001), os cães do G1 e G2 reve-
laram valores médios (Tabela 4) abaixo da normalidade. Os animais do G2 no D2 mantiveram
os valores de Hb e Ht abaixo da referência e diferiram estatisticamente do G3 (p =0,02) e do G1
(p = 0,03), respectivamente. Os animais do G1 retornaram aos valores normais no D2. Houve
diferença significativa entre D1 e D2 em cada grupo tratado, com Hb (p = 0,003) e diferença al -
tamente  significativa  para  Ht  (p<0,0001).  Houve  diferença  no  volume  corpuscular  médio
(VCM) entre G3 e G2 (p =0,006), entretanto, a média do G2 manteve-se dentro da normalidade.
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Tabela 4: Média e desvio-padrão dos valores bioquímicos dos cães pertencentes aos grupos monoinfecta-
dos (G1), coinfectados (G2) e controle (G3).

Monoinfectados - G1 Coinfectados – G2 Controle – G3 Referência

D1 D2 D1 D2

FA(U/L) 89,9±52,5 51,8±45,9 309,0±614,3 73,6±17,4 68,9±24,4 0-160

Ureia(mg/dL) 19,8±18,4 20,2±7,1 36,8±46,2 21,6±6,6 22,3±13,7 20-56

Creatinina
(mg/dL)

1,4±1,4 1,1±0,2 1,1±0,3 1,1±0,3 1,1±0,2 0,5-1,5

Cálcio(mg/dL) 11,3±3,5 10,8±2,3 11,0±1,5 9,8±2,1 10,4±1,1 9,7-11,3

Fósforo(mg/dL) 4,5±1,2 4,7±0,9 5,4±1,3 5,2±1,1 4,4±1,7 2,6-6,2

GGT(U/L) 6,5±3,8 5,2±4,2 15,0±33,3 7,7±6,6 14,7±11,5 0-25

ALT(U/L) 92,0±65,3 50,0±18,3 116,8±114,3 49,1±24,5 54,1±21,4 0-110

AST(U/L) 59,3±31,1 39,0±16,9 83,1±98,8 45,1±20,6 33,7±8,4 0-100

Fibrinogênio
(mg/dL)

380,0±193,2 460±209,8 462,5±282,5 300±129,1 255±134,3 100-500

Albumina(g/dL) 2,2±0,4 2,6±0,4 2,0±0,6 2,6±0,5 2,7±0,2 2,3-3,1

PS (g/dL) 6,1±2,1 6,5±1,2 6,4±1,7 5,7±0,7 5,9±0,7 5,4-7,5

Globulina(g/dL) 3,8±2,2 3,8±1,5 4,4±2,0 2,9±0,9 3,2±0,8 2,7-4,4

D1: antes do tratamento; D2: depois do tratamento; FA: fosfatase alcalina; GGT: gama glutamil-transfera-
se; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartatoaminotransferase; PS: Proteína sérica.



Em relação às células da linhagem leucocitária foi observada diferença estatística nos animais
do G1 em relação aos valores de eosinófilos (p=0,0004) e no G2 presença de desvio nuclear de
neutrófilo à esquerda regenerativo leve (DNNE), devido ao aumento do número total de neu-
trófilos bastonetes (p=0,005) no D1. No D2 os valores dos eosinófilos do G1 e de bastões do G2
voltaram aos valores de referência.

A média dos valores médios das plaquetas, no D1 do G1 foi de 72.700/μL, enquanto a do G2 foi
de 96.000/μL e diferiram estatisticamente do G3(p<0,0001). Os valores médios do número de
plaquetas no D2, tanto do G1 quanto do G2 retornaram a normalidade, apresentando médias de
284.920/μL e 231.286/μL respectivamente, com diferença altamente significativa (p<0,0001). 

Os valores avaliados na bioquímica sérica, no D1 dos cães do G2 apresentaram valores médios
(Tabela 4) maiores que os valores de referência na atividade das enzimas fosfatase alcalina (FA),
com diferença estatística antes e após o tratamento (p = 0,02) e alanina aminotransferase (ALT)
(p = 0,01). No D2 as médias das enzimas, ALT e FA do G2 retornaram aos valores de refêrencia.

No D1, os animais do G1 e G2 apresentaram diferença estatística, com menores valores da albu-
mina sérica, em relação ao G3 (p=0,01), os cães do G2 demonstraram valores médios abaixo da
referência. No D2 as médias dos valores séricos de albumina normalizaram, e também apresen-
taram diferença estatística, entre os grupos, antes e após o tratamento (p = 0,003).

6.6. Discussão

A observação dos hemoparasitos em lâmina estavam de acordo com os resultados da nPCR, de-
monstrando alta especificidade desta técnica. Entretanto, 13/18 cães que foram considerados po-
sitivos para hemoparasitose pela detecção de DNA de, pelo menos, um agente pela nPCR. Não
foi possível demonstrar sua observação em lâmina, evidenciando baixa sensibilidade desta téc-
nica, os achados do presente estudo se assemelham aos de Konklieng et al. (2014).

Após os 28 dias de tratamento com o cloridrato de doxiciclina, todos os cães infectados por E.-
canis, negativaram para este hemoparasito. Além disto, esta droga foi capaz de impedir possí-
veis infecções pelo mesmo parasito durante todo o período do estudo. Estes resultados corrobo-
ram com os achados de Gaunt et al. (2010) que demonstraram a eficácia da doxiciclina em ne-
gativar os cães com erliquiose canina.

A doxiciclina neste estudo não impediu que os cães permanecessem infectados ou se re-infectas-
sem por B. canis vogeli e/ou A. platys. Estes dados foram divergentes dos resultados encontra-
dos por Niwetpathomwat (2006) onde a doxiciclina foi capaz de negativar os cães com babesio-
se e de Gaunt et al. (2010),que demonstraram a eficácia da doxiciclina em cães infectados com
A. platys.

Uma análise dos dados deste estudo permitiu observar que 6/18 (33,3%) dos cães que iniciaram
o estudo sem apresentarem detecção de DNA de A. platys, e após o tratamento com doxiciclina
revelaram-se positivos por este agente. Estes resultados juntamente com as descrições de De
Tommasi et al. (2013) que a A. platys pode infectar células pertencentes a medula óssea como
megacariócitos e promegacariócitos e Lanza-Perea et al. (2014) que descreveram que amostras
obtidas a partir de medula óssea de cães infectados com A. platys amplificaram mais frequente-
mente o patógeno do que em amostras de sangue periférico. Pode-se sugerir que a medula óssea,
pode servir como um local de persistência destes patógenos. No presente estudo não utilizou-se
a medula óssea como alvo de detecção de hemoparasitas. Desta forma é possível que em alguns
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cães A. platys estivesse presente somente na medula óssea e que após o tratamento com doxici -
clina estes parasitos tenham ido para corrente sanguínea. De acordo com relatos de Gaunt et al.
(2010), quando a A. platys encontrava-se em coinfecção com a E. canis, é observada maior per-
sistência da A. platys do que quando presente como monoinfecção, desta forma, é possível ainda
que seja necessário prolongar o tempo de tratamento dos cães coinfectados com A. platys e E.-
canis para que se obtenha sucesso na negativação parasitológica destes pacientes. Entretanto,
mais estudos são necessários.

Dos cães infectados 8/18 (44,5%) encontravam-se coinfectados, e manifestaram sinais clínicos e
análises laboratoriais com alterações mais intensas que os monoinfectados, além de revelar alta
taxa de coinfecção nos animais da região, estes dados servem de alerta para os médicos veteri-
nários, e se assemelham a De Tomasi et al. (2013) que descreveram em cães naturalmente coin-
fectados exacerbação da apresentação clínica e laboratorial.

Quanto as alterações hematológicas no D1 foi possível verificar que 94,4% dos cães de G1 e G2
apresentaram anemia e 58,8% dos cães infectados apresentaram anemia normocítica hipocrômi-
ca que de acordo com De Castro et al. (2004); Witter et al. (2013), Antognoni et al. (2014) e
Santamaria et al. (2014) a anemia é uma das alterações mais comumente observadas em cães
com hemoparasitos. Os resultados deste estudo diferem de Borin et al. (2009); Antognoni et al.
(2014) que a anemia mais comumente observada pela infecção destes dois patógenos é a normo-
cítica normocrômica.

Valores de hematimetria (Hm), Hb e Ht também foram abaixo da normalidade nos cães do pre-
sente estudo, estes resultados se assemelham aos de Suddhakara et al. (2016) que demonstraram
diminuição na contagem total  de eritrócito em cães com babesiose e de Bhadesiya e Raval
(2015) que encontraram em seus estudos diminuição de Ht em cães com erliquiose, mas diver-
gem nos valores de Hb.

O presente estudo concorda com Harrus et al. (1997) que a diversificação dos parâmetros hema-
tológicos dos cães infectados com hemoparasitos, pode ser creditado a fase clínica em que os
cães se encontram, o que pode ter ocorrido no presente estudo.

Antes do tratamento ambos os grupos apresentaram valores médios de plaquetas menores que
em cães saudáveis, e corrobora com achados de Bulla et al. (2004); Eichenberg et al. (2016);
Nair et al. (2016) que demonstraram presença de trombocitopenia em cães infectados por dife-
rentes hemoparasitos, e de Bouzouraa et al. (2016) que este é a principal alteração laboratorial
descrito em cães com A. platys.

No presente estudo, os cães demonstraram alterações leucocitárias com presença de eosinofilia
no G1 e de DNNE leve no G2. Entretanto, estas alterações leucocitárias não são comumente re-
latadas na literatura em cães com hemoparasitose, pois, conforme Moreira et al. (2003) é mais
frequente a presença de leucopenia. O que deve ser levado em consideração nessa divergência,
no que se referem às mudanças na leucometria de cães parasitados, é o fato de estarem infecta-
dos experimentalmente ou com infecções naturais. Nos casos naturais, Gianopulos et al. (2016)
reportaram que não foi possível estabelecer padrões característicos da doença, na mudança dos
perfis de leucócitos, demonstrando assim uma grande variedade de resposta natural frente a in-
fecção.

Os animais do G1 retornaram aos valores de normalidade após o D2 e embora a média da Hb e
do Ht do G2 tenham aumentado no D2, ainda se mantiveram abaixo dos valores de referência,
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assemelhando-se aos resultados de Rojas et al. (2014), que demonstraram maior gravidade em
relação a anemia quando compararam cães com mono e coinfecção por diferentes hemoparasi-
tos.

Os valores bioquímicos séricos avaliados no D1 dos cães do G2 apresentavam valores médios
maiores que os valores normais para a atividade das enzimas FA e ALT. De acordo com Stock-
ham e Scott (2011), a ALT é uma enzima citoplasmática e seu aumento sérico é o principal indi-
cador de lesão de hepatócitos nos cães, ao considerar os valores do presente estudo antes do tra-
tamento juntamente com aumentos da FA se assemelham aos resultados de Costa et al. (2015)
que demonstram a presença de alterações hepáticas em cães coinfectados por A. platys e E. ca-
nis. Após o tratamento com a doxiciclina houve o retorno dos valores à normalidade das enzi-
mas hepáticas ALT e FA dos cães do G2. 

Quanto aos valores de albumina, os cães do grupo G2, no D1 apresentaram diferença estatística
e menores valores em relação ao G3 semelhantes aos encontrados por Costa et al. (2015) em
animais coinfectados, mas as médias dos valores séricos de albumina se normalizaram no D2 

Os autores deste trabalho propõem a terapia com a doxiciclina que contribuiu para a melhora
dos cães, pois, como descreveu Tosta (1983) este antibiótico é considerado um quimioterápico
com ação imunoestimulante, desta forma, apesar de a doxiciclina não ter sido capaz de negati -
var os cães para todos os hemoparasitos, se mostrou eficaz em promover melhora clínica e labo-
ratorial. Assim, sua utilização pode ser recomendada para um tratamento inicial até o recebi-
mento dos resultados das análises complementares, como a nPCR, visto a alta taxa de cães coin-
fectados nesta região.

Apesar de parte dos cães do G1 e G2 encontrarem-se infectados ou reinfectados mesmo após o
tratamento com doxiciclina no D2, observou-se melhora clínica e laboratorial de todos os cães
do G1 e parte dos cães do G2,o que sugere que independente do estado de infecção, a doxicicli-
na contribuiu para a melhora observada, sozinha ou complementada pela negativação da E. ca-
nis considerada por Costa et al. (2015) que apresenta maior patogenicidade quando comparado a
outros hemoparasitos.

6.7. Conclusão

As coinfecções são frequentes na região estudada e apresentam manifestações clínicas e labora-
toriais mais intensas que nos cães monoinfectados.

O tratamento com doxiciclina foi efetivo para a melhora clínica e laboratorial dos cães monoin-
fectados com Ehrlichia canis.

A doxiciclina não foi efetiva para negativar os cães com babesiose e anaplasmose, mas auxiliou
na melhora clínica e laboratorial dos cães.
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7. ARTIGO 4 - BIOMARCADORES RENAIS EM CÃES INFECTADOS COM
DIFERENTES HEMOPARASITOS

Renal biomarkers in dogs infected with different hemoparasites.

7.1. Resumo

Objetivou-se avaliar a função renal, de cães naturalmente mono e coinfectados, por  Ehrlichia
canis,  Anaplasma platys, Babesia canis vogeli,  Hepatozoon canis e  Leishmania chagasi.  As
análises bioquímicas urinárias foram realizadas por meio da relação proteina/creatinina (UPC),
gama  glutamiltransfererase/creatinina  (gGTU/CrU)  e  na  atividade  da  enzima  gama
glutamiltransfererase (gGTU), antes e após tratamento com doxiciclina. Com UPC >0.5,  antes
do tratamento no grupo G2 (monoinfectado) houve 30% dos cães e no G3 (coinfectados) 66,7%
indicando proteinúria. Após o tratamento, com exceção de um cão moninfectado, os demais re-
tornaram com os valores da UPC a normalidade. Quanto a atividade da gGTU no G2, um cão e
no G3 33,3% apresentaram valores elevados, antes do tratamento e normalizaram após 28 dias
de doxiciclina. A relação gGTU/CrU nos cães do G2 30% mostraram valores elevados com re-
torno a normalidade. No G3 55,6%, apresentaram valores acima da média e 28,6% mantiveram
valores elevados após o tratamento. Em relação à creatinina sérica, mesmo após antibioticotera-
pia, um cão do G2 manteve-se com valor elevado. Considera-se que os biomarcadores urinários,
avaliadas no presente estudo, UPC, gGTU e gGTU/CrU mostraram-se elevados antes do trata-
mento de acordo com a gravidade da infecção. Após 28 dias de antibioticoterapia, houve redu-
ção dos valores de cada biomarcador avaliado. O tratamento foi capaz de negativar a E. canis,
uma das doenças de elevada importância médico veterinária, pela frequência na sua ocorrência.

Palavras-chave: biomarcadores renais, proteinúria, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia
canis vogeli, Canis familiaris.

7.2. Abstract

The present study aimed to evaluate the kidney function of dogs naturally single infected or co-
infected  by Ehrlichia  canis, Anaplasma  platys, Babesia  canis  vogeli, Hepatozoon ca-
nis and Leishmania  chagasi.  Biochemical  analysis  comprised  protein  and  creatinine  ratio
(UPC), gamma  glutamyl  transferase  and creatinine  ratio  (gGTU/CrU)  and gamma  glutamyl
transferase activity (gGTU), before and after treatment with doxicicline. UPC >0.5 before treat-
ment was observed in 30% of G2 dogs (single infected) and 66,7% of G3 dogs (co-infected),
suggesting proteinuria. After treatment, except one single infected dog, all others had UPC val-
ues reverting to normality. Concerning to gGTU activity, one dog in G2 and 33.3% of G3 dogs
presented increased values before treatment and reverted to normal values after 28 days of treat-
ment with doxiciline. GTU/CrU ratio also was high in 30% of G2 dogs and returned to normal.
In G3, 55.6% of dogs had values above average and 28.6% maintained high after treatment. One
G2  dog  kept  serum  creatinine  high  after  treatment.   Urinary  biomarkers  UPC,  gGTU  and
gGTU/CrU evaluated in the study presented increased levels before treatment according the
severity of the infection. After 28 days of antibiotics each biomarker analyzed had their values
back to normal. The therapy was able to negativate serology to E. canis, one of most relevant
disease in small animals veterinary medicine, due to its prevalence. 
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Keywords: renal biomarkers, proteinuria, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis vo-
geli, Canis familiaris. 

7.3. Introdução

Na fase subclínica e crônica da erliquiose monocítica canina há teoria de estímulo constante do
sistema imune, o que desencadeia glomerulonefrite induzida por deposição de imuno comple-
xos, com alterações renais silenciosas que evoluem para doença renal terminal (Silva et al.,
2015). Nas apresentações atípicas de Babesia gibsoni as lesões renais podem estar presentes de-
vido à presença de proteinúria, por doença glomerular imunomediada (Slade et al., 2011), e por
depósitos multifocais de IGM demonstrados por imunohistoquímica nas artérias inflamadas e
glomérulos renais, devido a uma intensa imunoestimulação (Wozniak et al. 1997). 

Na última década, o campo emergente da proteômica clínica revigora esperança de identificar
novos biomarcadores no plasma e urina para caracterizar causa e curso de lesão renal (Siew et
al., 2011). A demanda por testes e marcadores para detectar estágios iniciais da injúria renal vem
impulsionando o estudo de novas ferramentas diagnósticas. Na medicina, a aplicação experi-
mental de diversos biomarcadores já é realidade, mas, na medicina veterinária o alto custo dos
ensaios, carência de reagentes espécie-específicos representam grandes entraves. Alguns bio-
marcadores renais como N-acetil-beta-d-glicosaminidase (NAG), γ-glutamil-transpeptidase uri-
nária (GGTU), Fosfatase alcalina urinária (FAu) e Cistatina C, já vem sendo estudados na medi-
cina veterinária (Castro et al., 2016).

A avaliação da função renal também pode ocorrer pela variação percentual dos níveis urinários
da gGT, assim como a relação proteína urinária/creatinina urinária (UPC), são métodos efetivos
para detectar alterações da função renal (Amaral, 2016), e a relação gama glutamiltransferase e
cretinina (gGTU/CrU) em urina recém-coletada é uma ferramenta rápida e de baixo custo para
identificar cães com proteinúria tubular (Ibba et al., 2016)

Este trabalho teve como objetivo avaliar as alterações renais de cães infectados com diferentes
hemoparasitos por meio de biomarcadores renais antes e após tratamento com doxiciclina.

7.4. Material e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal, da Universidade Fe-
deral do Espírito Santo - ES, sob o número 047/2015. 

Dos cães atendidos no Hospital Veterinário da Universidade Federal do Espírito Santo – UFES,
ES, após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pelos seus tutores, foram
incluídos no presente estudo 24 cães maiores de um ano de idade, independentes de raça e sexo.
Os cães passaram por exame clínico e foram selecionados por apresentarem pelo menos três cri-
térios clínicos e/ou laboratoriais compatíveis com hemoparasitose (Neer et al., 2002). Após a re-
alização da identificação dos hemoparasitos pela técnica nested PCR (nPCR), os cães foram
subdivididos em grupos, onde: G1 foi composto por seis cães que encontravam-se doentes e
PCR negativo, G2 com dez cães doentes e PCR positivo para, pelo menos, um dos hemoparasi-
tos pesquisados (monoinfectados), G3 com oito cães doentes e PCR positivo para, pelo menos,
dois dos hemoparasitos pesquisados (coinfectados) e G4 com dez cães hígidos da mesma região
e PCR negativos para todos os hemoparasitos pesquisados.
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Foram coletados 5,0 mL de sangue por punção da veia cefálica e/ou jugular, armazenados em
tubos estéreis sem anticoagulante BD Vacutainer®, para obtenção do soro que foi usado para
análises de bioquímicas séricas realizadas de acordo com Kits comerciais da marca Labtest Di -
agnóstica S.A., pelo analisador bioquímico semiautomático (BIOPLUS 2000). Os valores de re-
ferência utilizados estão de acordo Kaneko et al. (1997)

Parte do sangue, 2,0 mL foi armazenada em microtubos VACUPLAST® com EDTA (ácido eti-
lenodiaminotetracético) a 10%, para análises moleculares: o DNA foi extraído a partir de 300µL
de sangue de cada cão, com o Kit de extração Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, WI, USA), de acordo com as normas do fabricante. A PCR foi realizada pelas técnicas
convencionais e nested PCR (nPCR). Utilizou-se uma alíquota do primeiro produto de PCR am-
plificado para a segunda reação de nPCR. Os iniciadores foram utilizados para detectar: Babe-
sia spp, Hepatozoon sp. e membros da família Anaplasmataceae que infectam monócitos, granu-
lócitos e plaquetas, descrito por Silveira et al. (2011).

Os produtos da amplificação da PCR foram separados por electroforese em gel de agarose a 1%
(40 min, 100 V), corados com GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, EUA) e visualizados sob luz
ultravioleta. As amostras positivas foram purificadas com o kit QIAquick PCR Purification (Qi-
agen Biotecnologia Brasil, São Paulo, Brasil) conforme o fabricante. E sequenciadas com o Ap-
plied Biosystems modelo ABI3130 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e o Applied Bi-
osystems BigDye® Direct Cycle Sequencing Kit (v.3.1), com o polímero POP-7TM como ma-
triz de separação e os primers utilizados na reação de PCR. As sequências foram alinhadas, edi-
tadas e analisadas utilizando MEGA 6.0 (Tanura et al., 2013). A identidade de cada sequência
foi confirmada por comparação com as sequências disponíveis no GenBank com auxílio do
software BLAST (Altschul et al., 1990).

Com a realização da técnica nested PCR (nPCR) foram identificados a presença de Anaplasma
platys,  Babesia canis vogeli,  Ehrlichia canis e Hepatozoon canis. A identificação da Leishma-
nia chagasi foi pela observação em lâmina de amastigotas em citologia de medula óssea. Desta
forma, os cães foram separados em G1: cães PCR negativos e doentes. G2: cães PCR positivos
e monoinfectados com E. canis, B. canis vogeli ou A. platys isoladamente. G3: cães PCR positi-
vos para E. canis e coinfectados com B. canis vogeli ou A. platys e um cão coinfectado com He-
patozoon canis e Leishmania chagasi e o G4: grupo controle formado com cães clínica e labora-
torialmente sadios.

Para urinálise coletaram-se 10 mL de urina por cistocentese, divididos em duas alíquotas para a
urinálise e mensuração dos parâmetros bioquímicos urinários. A urinálise foi realizada, no máxi-
mo uma hora após a coleta e foram analisadas por meio do exame físico (cor, aspecto, odor e
pH), e a densidade com o auxílio do refratômetro manual. Para o exame químico utilizou-se ti -
ras reagentes Uriquest Plus Vet® e a sedimentoscopia ocorreu após a centrifugação (Spinlab®)
com análise do precipitado em microscopia de luz (Olympus® CX40). 

Para mensuração dos parâmetros bioquímicos urinários, as urinas foram refrigeradas entre 4°C e
8°C, e no máximo 24 horas após a coleta foram analisadas com Kits comerciais da marca Lab-
test Diagnóstica S.A, conforme normas do fabricante, com o analisador bioquímico semiauto-
mático (BIOPLUS® 2000). Os parâmetros analisados foram: ureia urinária, proteína urinária,
creatinina urinária, relação proteína urinária/creatinina urinária (UPC) por divisão simples entre
seus valores. Atividade urinária das enzimas fosfatase alcalina (FAu) e gama glutamiltransferase
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(GGTu). De acordo com De Schepper et al. (1989) utilizou-se a correção da GGTu para uso de
amostra única de urina em todos os cães. 

Todos os cães do G1, G2 e G3 receberam como tratamento o cloridrato de doxiciclina, na dose
de 10 mg/kg SID por 28 dias, como droga única. A droga é referenciada como efetiva para dife-
rentes hemoparasitos (Neer et al., 2002; Niwetpathomwat, 2006; Gaunt et al., 2010). Os cães fo-
ram avaliados nos momentos (D1) antes e após o tratamento (D2). Os cães do G4 não recebe-
ram o antibiótico por estarem saudáveis.

Os resultados foram analisados por ANOVA, Fisher e ad-hoc Tukey, para densidade urinária.
Nos demais parâmetros foram aplicados o teste de Kruskall-Wallis para comparação do perfil de
infecção ou Mann-Whitney, antes e depois do tratamento. A correlação de Spearmann foi utili -
zada na urinálise. Todos os testes foram aplicados no Programa Graph Pad Prism. 

7.5. Resultados e discussão

Neste trabalho ficou evidenciado que os cães coinfectados desenvolvem maior número e mais
intensos sinais clínicos que os monoinfectados isoladamente e dos cães doentes, mas com outras
afecções (Figura 5). Os sinais clínicos apresentados são semelhantes aos observados na erliquio-
se monocítica canina, no curso da fase aguda (Harrus et al., 1997). 
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Os sinais clínicos observados nos cães coinfectados com Babesia canis vogeli, se assemelham a
descrição de Kules et al. (2016) que a babesiose canina, quando grave, pode lesionar órgãos e
tecidos como o fígado, rins, pulmões, pâncreas e músculos e Sudhakara et al. (2016) hiporexia,
desidratação, palidez de mucosas, febre, linfadenopatia, mucosas ictéricas, presença de vômito e
diarreia; Nalumba et al. (2015) anorexia, letargia e perda de peso. Os sinais observados nos cães
que foram a óbito estão de acordo com os relatos de Rafaj et al. (2013) e Kules et al. (2016) que
a gravidade da infecção nos cães pode variar, sendo associados à síndrome da resposta inflama-
tória sistêmica, distúrbios no sistema de coagulação e síndrome da disfunção múltipla dos ór-
gãos, possível causa do óbito do cão do grupo de coinfectados deste estudo e com a sugestão de
Ramsey (2012) que a doença pode se manifestar na forma crônica ou subclínica, aguda e hipera-
guda.

Em relação aos sinais clínicos do cão com hepatozoonose, não foi possível relacionar isolada-
mente, visto que se apresentava coinfectado com Leishmania chagasi, e que para Kelly et al.
(2013) e Harvey et al. (2016) a maioria dos animais infectados com H. canis encontra-se sem si-
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Figura 5: Alterações clínicas observadas nos cães doentes não hemoparasitados (G1), cães monoinfecta-
dos (G2) e cães coinfectados (G3).



nais clínicos da doença, e são classificados como assintomáticos, porém nos animais com sinto-
mas Gondim et al. (1998); Mundim et al. (2008) e Chhabra et al. (2013) reportaram a presença
de anorexia, mucosas pálidas, apatia, hipertermia, prostração, diarreia, perda de peso, vômitos,
poliúria,  polidipsia.  O cão com leishmaniose apresentou os sinais descritos por  (GENARO,
1993) como febre, anemia, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia e perda progressiva de peso
evoluindo para caquexia.

A doxiciclina usada nos cães deste estudo mostrou-se efetiva na melhora dos sinais clínicos e la-
boratoriais,  principalmente na negativação da  E.  canis determinada pela nPCR, esta escolha
também se baseou em Lynn et al. (1978) que consideraram a doxiciclina um antibiótico seguro,
com amplo espectro de ação, sem nefrotoxicidade, porque sua via de excreção principal é ex-
trarrenal, e Curtis (1972) a descreveu útil como antibiótico de amplo espectro em pacientes com
lesão renal e Stenbaek, Myhre, Berdal, (1973) reportaram que não interfere nos níveis da ureia e
creatinina sérica.

Nos cães coinfectados G3 (Tabela 5),o valor médio da UPC foi de 0.60±0.43 antes do tratamen-
to (D1), no entanto, nesse grupo havia um cão com infecção alóctone de  Hepatozoon canis e
Leishmania chagasi e o outro coinfectado com E. canis e B. canis vogeli autóctone, e ambos fo-
ram a óbito na primeira semana do início do experimento. Após o tratamento (D2), a relação
UPC do G3 reduziu para (0.15±0.06). Nos cães do G2 os valores médios para UPC no D1 foi de
(0.50±0.42) e no D2 de (0.20±0.21); o valor da UPC para os cães do G1, no D1 (0.47±0.45) e
D2 (0.14±0.20) e nos cães saudáveis do grupo G4, o valor da UPC foi de (0.22±0.15). 
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Na análise da Tabela 5 se observou que após a administração da doxiciclina houve redução dos
valores da UPC em todos os grupos tratados, com diferença significativa (p=0.0006) entre os
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Tabela 5: Valores mínimos e máximos, com média e desvio padrão (DP), da relação proteina/creatinina
urinária (UPC), atividade urinária da gama glutamil transferase (gGTU), relação atividade urinária da glu-
tamiltransferase/creatinina urinária (gGTU/CrU), atividade urinária da fosfatase alcalina (FAU), creatini-
na sérica (Cr soro), densidade urinária (Densidade) dos grupos, dos cães doentes não hemoparasitados
(G1), cães monoinfectados (G2), cães coinfectados (G3) e cães saudáveis do grupo controle (G4), antes e
depois do tratamento.

G1 G2 G3 G4

UPC

Média±
DP

Antes 0.47±0.45 0.50±0.42 0.60±0.43 0.22±0.15

Depois 0.14±0,20 0.20±0.21 0.15±0.06

Mín/Máx
Antes 0.04 - 1.06 0.09 -1.23 0.06-1.47 0.06-0.45

Depois 0.04 - 0.50 0.04 -0.72 0.08-0.26

gGTU

Média±
DP

Antes 36.60±34.68 54.7±45.1 98.44±79.7 67.90±59.2

Depois 31.00±15.15 31.9±18.1 33.29±22.9

Mín/Máx
Antes 8.00 - 82.00 12.0-169.0 9.00-218 26.0-188.0

Depois 14.00 - 49.00 14.0-72.0 15.00-74.00

gGT/CrU

Média±
DP

Antes 0.16±0.13 0.29±0.18 0.96±1.00 0.40±0.35

Depois 0.15±0.08 0.17±1.19 0.35±0.32

Mín/Máx
Antes 0.02-0.34 0.03-0.62 0.05-2.60 0.95

Depois 0.09-0.25 0.05-0.37 0.05-0.92

FAU

Média±
DP

Antes 17.84 ±10.9 102.3±264.20 31.07±25.9 128.58±180.1

Depois 15.86 ± 6.92 33.71±28.75 24.29±26.7

Mín/Máx
Antes 8.00 – 33.00 8.00-854.00 7.00-42.00 16.0-531.0

Depois 9.00 - 24.80 8.00-83.00 7.00-8300

Densidade

Média±
DP

Antes 1.058±0.03 1.045±0.02 1.043±0.02 1.042±0.02

Depois 1.038±0.023 1.047±0.009 1.041±0.01

Mín/Máx
Antes 1.032–1.099 1.012-1.070 1.024-1.088 1.018-1.068

Depois 1.008- 1.072 1.024-1.056 1.014-1.054

Cr soro

Média±
DP

Antes 1.08±0.19 1.44±1.40 1.11±0.35 1.05±0.20

Depois 1.30±0.20 1.14±0.24 1.09±0.27

Mín/Máx
Antes 0.90-1.40 0.70-5.40 0.50-1.50 0.60-1.30

Depois 1.10-1.50 0.90-160 0.70-1.40



grupos nos momentos D1 e D2. Os valores médios apresentados são semelhantes aos resultados
de Bonfanti et al. (2004) com valores para UPC de 0,37, intervalo de (0.11-2.24) e referencia de
0,7 em cães expostos a agentes infecciosos como a L. infantum, E. canis e B. canis, mas, sem
qualquer perturbação renal estrutural ou funcional.

É importante notar que a mudança nos valores deste biomarcador urinário, na maioria dos ani-
mais, está correlacionada com a gravidade da doença, isto é, quanto mais coinfectado, maiores
foram os valores de UPC. De todos os grupos, se forem considerados os valores da UPC como
recomendaram IRIS (2015), identifica-se que no G1 2/5, no G2 3/10 e no G3 6/9 os cães apre -
sentaram valores da UPC > 0.5, independente dos valores de creatinina sérica, assim, 

O G2 3/10 (30%) e no G3 6/9 (66,7%) mostraram cães com proteinúria (UPC >0.5); e no G2
5/10 e no G3 1/9 cães com microalbuminúria (UPC = 0.2 a 0.4) de acordo com IRIS (2015). Es-
tes resultados estão de acordo com Lobetti e Jacobson (2001) que demonstraram a proteinúria
como achado comum em cães com babesiose, e mais evidente em cães com doença de maior
gravidade, como ocorreu neste estudo com os cães do G3. Esta constatação mostra a UPC como
uma análise laboratorial rápida, de custo baixo, mas de grande auxílio para o médico veterinário
na tomada de decisão, principalmente para preservação de órgãos vitais, como os rins. 

Os resultados da UPC do presente estudo concordam com as análises de Herring et al. (2014)
que observaram UPC>0,5 em 55% de cães com diabetes mellitus resultado que auxiliou na ins-
tituição de tratamento adequado para a cães com valores de UPC mais elevados e mostraram re-
dução dos valores da proteinúria com melhora dos sinais clínicos. Smets et al. (2010) sugeriram
que o aumento da UPC em cães com DRC reflete resposta inflamatória com consequente passa-
gem de proteína de alto peso molecular pela barreira glomerular danificada.

Após o tratamento, os valores da UPC dos cães retornaram a normalidade, com exceção de um
cão do G2 que mostrou redução na eliminação de proteína urinária, e com melhora clínica. O
cão do G3 que apresentou maior valor para a UPC no D1, não completou o tratamento e foi a
óbito, o que pode sugerir a utilização dos valores elevados da UPC como marcador prognóstico.

O valor médio da atividade urinária da gGT no grupo G3 foi de (98.44±79.7U/L) no D1 e de
(33.29±22.9U/L) após antibioticoterapia (p=0,03). Estes valores se mostraram maiores que nos
outros grupos experimentais, pois no G1 no D1 foi de (36.60±34.68U/L) e depois 31.00±15.15
U/L; no G2 no D1 (54.7±45.1U/L) e no D2 (31.9±18.1U/L) e G4 com valor da atividade uriná-
ria da gGT de (67.90±59.2U/L). 

Os valores médios obtidos de gGTU para os cães do grupo G3 coinfectados estavam elevados
antes do tratamento, pois, baseado na descrição de De Schepper (1989) o intervalo de normali-
dade da atividade do gGTU é de 13U/L a 92 UI/L. Desta forma considera-se no presente estudo
que os valores obtidos para a gGTU foi efetivo para diferenciar o estado renal dos pacientes he-
moparasitados e tratados com doxiciclina, o que reforça a descrição de Smets et al. (2010) que a
atividade urinária da gGT é um marcador de dano tubular, e Palacio et al. (1997) descreve que
esse parâmetro é mais sensível e confiável para avaliar dano renal, como ocorreu na fase inicial
na leishmaniose canina. Entre os grupos houve diferença estatística nos valores da gGTU do G1
no D2, em comparação com G3 no D2 (p=0.0144) e entre G1 no D2 e o G4 (p=0.0044), o que
reforça a possibilidade de melhora do dano renal, após o tratamento. 

Com a quantificação da atividade urinaria da gGT e da mensuração da creatinina urinária foi
possível determinar a relação da atividade de gGT na urina e a concentração da creatinina uriná-
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ria (gGTU/CrU) cujos valores médios apresentados pelos diferentes grupos foram: para o grupo
G1 no D1 (0.16±0.13) e de no D2 (0.15±0.08); G2 no D1 (0.28±0.19) e no D2 (0.17±0.10); G3
no D1 (0.96±1.00) e no D2 (0.35±0.32) e os cães controles do G4 (0.40±0.35). Observa-se que
cães coinfectados G3 apresentaram maior valor em comparação aos outros grupos, assim como
Lobetti e Lambrechts (2000) observaram aumento significativo da relação em cães anestesiados
e corrobora com recomendações de Ibba et al.(2016) que a relação gGTU/CrU, deve ser usado
para melhorar o protocolo diagnóstico nesses animais. Estes autores ainda descrevem que em
cães com leishmaniose visceral, valores aumentados da  relação gGTU/CrU foi observado em
cães com proteinúria tubular e mista, podendo ser utilizada como uma ferramenta rápida de in-
dicação precoce de lesão renal.

Na análise dos valores obtidos para a atividade urinária da fosfatase alcalina (Tabela 5) não se
observou uma constante na variação, entre os momentos experimentais, e concorda com os re-
sultados de Kovalinka (2014) quando observaram diferentes variações nos valores urinários,
para um mesmo insulto, desta forma seu uso é problemático em pacientes com múltiplas comor-
bidades, pois provavelmente sua expressão não é específica para o rim o que torna inviável para
uso na rotina da clínica médica.

Quanto à urinálise, os resultados foram significativos em relação à proteinúria, na tira reagente,
no D1, entre as urinas dos cães do grupo controle G4 e os outros grupos G1, G2 e G3 (p=0.005),
onde a proteinúria na urina dos grupos antes e depois foi altamente significativo (p<0.0001) e
foram semelhantes à presença de proteína pela UPC. 

O valor da creatinina sérica não retornou a normalidade de 1.50mg/dL (Kaneko, 1997) em ape-
nas um cão do G2 o que pode ter sido afetado pelo fator tempo, porque em 28 dias os valores
apresentaram redução de 5.4mg/dL para 1.6mg/dL e alcançou a normalidade após 60 dias do
tratamento. Este parâmetro isoladamente, ou em conjunto com as concentrações séricas de ureia
é considerado padrão ouro para a avaliação da função renal, no entanto, o aumento destes anali-
tos ocorrem de forma tardia, ou seja, quando 66 a 75% dos néfrons mostrarem incapacidade
funcional como descrito por Freitas (2014). Por outo lado os biomarcadores avaliados pelo estu-
do demonstraram precocidade na avaliação de lesão renal, pois a maior parte dos cães não de-
monstraram aumento da ureia e creatinina.

Para que não haja progressão da doença renal de cães infectados com hemoparasitos, a utiliza-
ção destes ensaios clínicos urinários pode auxiliar no diagnóstico e instituição do tratamento re-
noprotetor.

Os biomarcadores urinários avaliadas no presente estudo, UPC, gGT e gGTU/CrU mostraram
antes da terapêutica, aumento de forma dependente da infecção, e com o tempo de tratamento
exibiu sensibilidade ao mostrar a melhora clínica e laboratorial após 28 dias de antibioticotera-
pia.

7.6. Conclusão

Observa-se de modo geral, que ocorreu aumento de todos os parâmetros avaliados na urina de
cães que formaram os grupos experimentais, antes do tratamento, e apresentaram melhora signi-
ficativa, destas variáveis, após o término do uso do antibiótico. Esta mudança mostra que no
grupo dos cães coinfectados, a presença de injuria renal, foi mais acentuada, entretanto, a maior
parte retornou aos valores de normalidade, após o tratamento.
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O presente estudo mostrou que a quantificação da gGT urinária, a relação gGT e creatinina uri -
nária, em conjunto com a relação proteína/creatinina urinaria e a urinálise são parâmetros de
fácil execução e devem ser incluída na rotina de exames laboratoriais realizados para diagnósti-
co e prevenção de doença renal, nos cães com hemoparasitoses. 
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8. ARTIGO 5 - HORMÔNIOS TIREOIDIANOS DE CÃES COM EHRLICHIA
CANIS MONO OU COINFECTADOS TRATADOS COM DOXICICLINA

Hormones thyroid with dogs with Ehrlichia canis mono or coinfected treated with doxycycline

8.1. Resumo

A Síndrome do eutireoideo doente é descrita como a diminuição dos valores dos hormônios ti -
reoidianos sem alteração primária da glândula tireoide. Esta síndrome pode afetar cães em con-
sequência de diferentes afecções, inclusive nas infecções por hemoparasitos. A doxiciclina é
considerada como fármaco de escolha na instituição do tratamento para E. canis, entretanto, seu
uso na infecção de outros hemoparasitos ainda é controverso.  Objetivou-se com este trabalho,
verificar a presença da variação dos valores dos hormônios da glândula tireoide, em cães mono-
infectados com Erlichia canis e coinfectados com Babesia vogeli e/ou Anaplasma platys, PCR
positivos, antes e depois do tratamento com antibiótico. Pode-se afirmar que cães monoinfecta-
dos infectados com E. canis e coinfectados com B. canis vogeli e/ou A. platys, podem desenvol-
ver a síndrome do eutireoideo doente. A doxiciclina na posologia utilizada foi efetiva em negati-
var os cães com E. canis, após os 28 dias de tratamento, entretanto, não se mostrou efetiva em
relação a infecção por A. platys e/ou B. canis vogeli, pois os cães continuaram ou se reinfecta-
ram durante o período do tratamento.

Palavras-chave: Hemoparasitose, antibioticoterapia, diagnóstico molecular, glândula tireoide.

8.2. Abstract

“Euthyroid Sick Syndrome” is described as a reduction of thyroid hormones levels without pri-
mary thyroid gland alterations. This syndrome can affect dogs according to different disorders,
including hemoparasite infections. Doxycycline is the drug of choice for treating Erlichia canis
infection; however, its use in other hemoparasite infections is still controversial. The objective
of this research was to verify thyroid hormones alterations in monoinfected dogs with Erlichia
canis and coinfected dogs with Anaplasma platys and/or Babesia vogeli, with positive PCR, af-
ter and before treatment with antibiotic and verify the efficacy of the treatment in dogs. It is pos-
sible to infer that dogs monoinfected with E. canis and coinfected with B. canis vogeli and/or A.
platys, can present “Euthyroid Sick Syndrome”. The posology of doxycycline used was effec-
tive to treat dogs with  E. canis, after 28 days of treatment, however, it was not effective for
treating A. platys and B. canis vogeli infections, once the dogs remained infected or were rein-
fected during treatment period.

Keywords: Hemoparasites, antibiotic therapy, molecular diagnosis, thyroid gland.

8.3. Introdução

Ehrlichia canis (E. canis) é uma bactéria gram-negativa obrigatoriamente intracelular que colo-
niza  linhagens  monocíticas,  pertencente  à  ordem  Rickettsiales  e  família  Anaplasmataceae
(Dumler et al., 2001). A erliquiose monocítica canina é uma doença provocada pelas bactérias
do gênero Ehrlichia, com elevada prevalência e importância médico veterinária. No Brasil  E.
canis é o principal agente etiológico da doença (Vieira et al., 2011). 

Anaplasma platys (A. platys) foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos no ano de 1978,
como “rickettsia-like”  (Harvey et  al.,  1978) e  posteriormente  foi  denominada  de  Ehrlichia
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platys (French e Harvey, 1983), e reclassificada como Anaplasma platys (Dumler et al., 2001).
Estes microrganismos formam inclusões intraplaquetárias e são os agentes etiológicos responsá-
veis por promover a trombocitopenia cíclica nos cães (Arraga-Alvorado et al., 2003). 

Protozoários do gênero Babesia foram os primeiros agentes infecciosos descritos como patóge-
nos transmitidos por artrópode, que podem acarretar enfermidades a animais vertebrados (Van-
nier et al., 2008). No Brasil a Babesia canis vogeli é tida como o principal agente causador da
babesiose canina (Passos et al., 2005). A enfermidade pode ser extremamente grave, acomete di-
ferentes  órgãos e  tecidos como o fígado,  rins,  pulmões,  pâncreas  e  músculos  (Kules  et  al.,
2016). 

A coinfecção por hemoparasitos é frequentemente observada em cães (Foglia-Manzino et al.,
2006), pois, um mesmo vetor é capaz de transmitir uma ampla variedade de patógenos (Diaz,
2016).

Na fisiologia da tireoide, a glândula é ativada pelo hormônio estimulante da tireoide (TSH) e
produz os hormônios, tiroxina (T4) e 3,5,3'-triiodotironina (T3). Os hormônios T4 e T3 têm
efeitos sobre o metabolismo celular e sua deficiência desencadeia sinais clínicos vagos, inespe-
cíficos e não patognomônicos (Finora e Greco, 2007). Os hormônios da tiroide (T4, T3) e triio-
dotironina reverso (rT3) são transportados por diferentes proteínas, exceto na hipófise, onde
compartilham o mesmo transportador. Os mecanismos de transportes são dependentes da carga
elétrica da célula e do gradiente de sódio na membrana citoplasmática. Nas doenças extras tiroi -
dianas e na inapetência, a transformação de T4 em T3, nas células, encontra-se diminuído, resul-
tando numa baixa concentração plasmática de T3, considerada como um mecanismo de econo-
mia de energia em situações de estresse (Henneman & Krenning, 2007).

A síndrome observada em cães que se apresentam com valores dos hormônios tireoidianos dimi-
nuídos, apesar da glândula tireoide manter-se funcional é denominada síndrome do eutireoideo
doente (Mooney et al., 2008), esta síndrome foi descrita em cães com B. canis (Zygner et al.,
2015), B. rossi (Schoeman et al., 2007) e E. canis, mono ou coinfectados com B. gibsoni (Ku-
mar et al., 2006).

Embora existam poucas descrições da síndrome do eutireoideo doente (SED), em animais com
erliquiose canina (Kumar et al., 2006), não há relatos da coinfecção da E. canis com A. platys
e/ou B. canis vogeli levando a SED.

Objetivou-se com este trabalho verificar a presença das alterações hormonais tireoidianas em
cães infectados com Ehrlichia canis e coinfectados com Anaplasma platys e /ou Babesia canis
vogeli, antes e depois do tratamento com cloridrato de doxiciclina.

8.4. Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal, da Universidade Fe-
deral do Espírito Santo - ES, sob o número 047/2015. 

8.4.1. Cães

Foram incluídos no presente estudo, 12 cães maiores de um ano de idade, independentes de raça
e sexo, manifestando pelo menos três critérios clínicos e ou laboratoriais compatíveis com erli-
quiose canina (Neer  et  al.,  2002)  e todos positivos  para  E.  canis por  meio de nested PCR
(nPCR). Os cães possuíam média de idade de 3,8 anos de idade e não apresentavam sinais clíni -
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cos compatíveis com hipotireiodismo. Os animais foram divididos em dois grupos, onde G1
corresponde aos animais com monoinfecção e G2 aos animais coinfectados com A. platys e/ou
B. vogeli. Todos os cães foram atendidos no Hospital Veterinário da Universidade Federal do
Espírito Santo – UFES.

8.4.2. Hormônios tireoidianos

A avaliação das concentrações séricas dos hormônios tireoidianos triiodotironina (TT3), tetrai-
dotironina (TT4), tetraidotironina livre (T4L) e hormônio estimulante da tireoide canina (TSHc)
foram mensurados antes (D1) e 28 dias após o início do tratamento com doxiciclina (D2). A
concentração total de TT3, TT4 e T4L foi mensurado por quimioluminescência, um ensaio com-
petitivo (Immulite 2000 human, Siemens Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL), a concentração
sérica TSHc foi mensurado pela técnica de quimioluminescência (Immulite 2000 Canine TSHc,
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA). As amostras de soro foram inicialmente ar-
mazenadas a -20ᴼC em tubos plásticos, e transportadas em gelo seco, para o Laboratório Her-
mes Pardini, divisão veterinária, Belo Horizonte, MG, onde foram armazenadas a -80ᴼC até a
análise. Valores de TT3, TT4, T4L e TSHc, foram comparados com intervalos de referência do
laboratório  (TT3:  0.45-1.10  ng/mL;  TT4:  1.2-4.0μ/dL;  T4L:  0.50-1.60ng/dL;  TSHc:  0.04-
0.40ng/mL). Todos os ensaios foram validados para utilização no cão. Os padrões, amostras e
controles foram realizados em duplicata. 

8.4.3. Análises moleculares

O DNA foi extraído a partir de 300µL de sangue de cada cão, com o Kit de extração Wizard Ge-
nomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as normas do fabri-
cante. A PCR foi realizada pelas técnicas convencioanal e nestedPCR (nPCR). Utilizou-se uma
alíquota do primeiro produto de PCR amplificado para a segunda reação de nPCR. Os iniciado-
res foram utilizados para detectar:  Babesia spp, membros da família Anaplasmataceae que in-
fectam monócitos, granulócitos e plaquetas, descrito por Silveira et al. (2011).

Os produtos da amplificação da PCR foram separados por electroforese em gel de agarose a 1%
(40 min, 100 V), corados com GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, EUA) e visualizados sob luz
ultravioleta. As amostras positivas foram purificadas com o kit QIAquick PCR Purification (Qi-
agen Biotecnologia Brasil, São Paulo, Brasil) conforme o fabricante. E sequenciadas com o Ap-
plied Biosystems modelo ABI3130 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e o Applied Bi-
osystems BigDye® Direct Cycle Sequencing Kit (v.3.1), com o polímero POP-7TM como ma-
triz de separação e os primers utilizados na reação de PCR. As sequências foram alinhadas, edi-
tadas e analisadas utilizando MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). A identidade de cada sequência
foi confirmada por comparação com as sequências disponíveis no GenBank com auxílio do
software BLAST (Altschuml et al., 1990).

8.4.4. Tratamento

Todos os animais do G1 e do G2 receberam cloridrato de doxiciclina, na dose de 10 mg/kg SID,
por 28 dias, como droga única, por ser considerado o protocolo padrão determinado pelo Colé-
gio Americano de Medicina Interna Veterinária (ACVIM) para o tratamento da erliquiose canina
(Neer et al., 2002). Estes animais foram avaliados no tempo D1 (antes do tratamento) e no tem-
po D2 (depois de 28 dias de tratamento).
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8.5. Resultados

Os resultados foram apresentados por meio do método de análise de porcentagem. Observou-se
no presente estudo que 12/12 (100%) dos cães estavam infectados com E. canis antes do inicio
do tratamento com doxiciclina (Tabela 6) e 6/12 apresentaram-se coinfectados, onde, 3/6 mos-
traram coinfecção por B. canis vogeli; 2/5 por A. platys e 1/5 por A. platys e B. canis vogeli.
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Após o tratamento, todos os cães tornaram-se negativos, pela nested PCR, para E. canis. Desses
12 cães, oito permaneceram com infecção ou se reinfectaram durante os 28 dias de tratamento,
por outros hemoparasitos, quando foram detectados 3/12 A. platys, 2/12 com B. canis vogeli e
3/12 com A. platys e B. canis vogeli. Dos animais do grupo G1, no tempo D2, 50% negativaram
para E. canis e não se reinfectaram e 50% se reinfectaram com outros hemoparasitos, desses 2/3
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Tabela 6: Valores individuais dos hormônios tireoidianos antes e após tratamento com doxiciclina de cães
PCR positivos para hemoparasitoses.

Hormônios tireoidianos

Animais Hemoparasito

TSH

(ng/

mL)

T3

(ng/

mL)

T4L

(ng/

mL)

T4 To-

tal

(μ/dL)

Hemoparasito

TSH

(ng/

mL)

T3

(ng/

mL)

T4 – Li-

vre

(ng/mL)

T4 – To-

tal

(ng/mL)

Grupo 1 - monoinfectados

Antes do tratamento Após o tratamento 

1 E. canis 0.35 2.94 0.53 0.79 Negativou 0.25 2.42 0.69 1.72

2 E. canis 0.4 0.34 0.59 0.66 Negativou 0.08 0.59 0.99 1.82

3 E. canis 0.09 1.44 1.03 2.31 Negativou 0.05 0.74 0.86 1.44

4 E. canis 0.2 0.35 0,69 1.04
B. vogeli;

A. platys
0.09 0.57 0.65 0.99

5 E. canis 0.4 0.4 0.5 0.5 A. platys 0.25 0.53 0.61 0.71

6 E. canis 0.09 0.15 0.65 0.63 A. platys 0.05 0.55 0.62 1.00

Grupo 2 - coinfectados

Antes do tratamento Após o tratamento 

7

E. canis;

B.vogeli;

A. platys

0.22 1.22 0.63 1.09 Negativou 0.22 0.93 0.87 1.20

8
E. canis;

B. vogeli
0.09 0.68 0.87 0.81

B. vogeli;

A. platys
0.05 0.74 1.01 2.21

9
E. canis;

 B.vogeli
0.22 2.28 0.74 1.54 B. vogeli 0.04 0.62 1.03 2.92

10
E. canis;

B. vogeli
0.40 0.27 0.61 0.32 B. vogeli 0.08 0.67 1.12 0.98

11
E. canis;

A. platys
0.06 1.21 1.11 2.98

B. vogeli;

A. platys
0.08 0.54 1.03 1.96

12
E.canis;

A. platys
0.22 0.52 0.68 0.81 A. platys 0.05 0.63 0.82 1.38

Valores de refe-

rência*

0.04-

0.40

0.45-

1.10

0.50-

1.60
1.2-4.0

Valores de refe-

rência

0.04-

0.40

0.45-

1.10
0.50-1.60 1.2-4.0

*Fonte: Laboratório de análises Clínicas Hermes Pardini – Divisão Veterinária, Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil.



(66,67%) se reinfectaram com A platys e 1/3 (33,34%) com A. platys e B. canis vogeli. No G2
no Tempo D2, 1/6 (16,67%) negativou para todos os patógenos e 5/6 (53,34%) mantiveram-se
infectados ou se reinfectaram com outros hemoparasitos.

Quanto aos hormônios tireoidianos no tempo D1, 4/6 dos cães do grupo G1 apresentaram valo-
res reduzidos para o hormônio T3; e 5/6 para o T4T. No tempo D2 todos os cães que se negati-
varam para E. canis, apresentaram os hormônios T3 e T4T dentro dos valores de normalidade.
Dos cães do grupo G1, 3/6 se reinfectaram com outros hemoparasitos e mantiveram os valores
de T4T reduzidos (Tabela 6).

No D1, o grupo G2, 6/6 (100%) apresentaram-se com E. canis. Um cão, 1/6 foi positivo para E.
canis; B. vogeli e A. platys e apresentou valores do hormônio T3 elevado com T4T reduzido; um
cão 1/6 com E. canis e B. vogeli e valores de T4T diminuído; 1/6 com E. canis e B. vogeli e va-
lores de T3 diminuído; 1/6 cão com E. canis; B. vogeli com T3 e T4T diminuído, 1/6 com E.
canis e A. platys apresentou T3 elevado e 1/6 com E. canis e A. platys com T4T diminuído.

O grupo G2, no D2, o cão com três hemoparasitos negativou para todos os patógenos, e os cães
do G2 que se mantiveram infectados ou se reinfectaram para  A. platys  e/ou B. canis vogeli,
apresentaram os valores hormonais com retorno a normalidade. Entretanto, um cão com B. ca-
nis vogeli manteve os valores de T4T reduzido.

8.6. Discussão

O medicamento cloridrato de doxiciclina, na dose utilizada e recomendada, foi efetivo para ne-
gativar a infecção por E. canis no D2. Esta é a droga de escolha na rotina clínica médica e atuou
da forma esperada sobre esta rickettsia. No que se refere à erliquiose canina nossos resultados
foram semelhantes aos descritos por Gaunt et al. (2010), entretanto, divergem do mesmo autor
em relação à infecção por A. platys, pois neste estudo, o fármaco não foi eficaz em negativar os
cães infectados. Os resultados assemelham-se aos de Buzouraa et al. (2016) que descrevem a
doxiciclina como não eficaz no tratamento de cães infectados por A. platys.

Somente um cão, o número 1 do grupo G2 (Tabela 6) se negativou por completo dos diferentes
hemoparasitos, este fato pode ter ocorrido pela ação do antibiótico, ou a droga pode ter influen-
ciado na migração dos parasitos da circulação periférica para os órgãos linfoides do hospedeiro,
os quais não foram avaliados no presente estudo, ou como relataram Harrus et al. (1998) pela
capacidade do animal apresentar autocura, pois evidenciaram a recuperação de cães infectados
com E. canis, sem tratamento médico. Esta pode ser uma realidade também para cães infectados
com A. platys e B. canis vogeli, entretanto é necessário mais estudos.

Os resultados deste trabalho mostraram que a doxiciclina não foi efetiva na eliminação da babe-
siose canina e coincidem com a descrição de Vercammen et al. (1996), onde o antibiótico não
foi efetivo no controle deste hemoparasito e divergem dos resultados de Niwetpathomwant et al.
(2006) que o fármaco foi efetivo em negativar os cães com babesiose mono ou coinfectados
com E. canis.

Todos os cães do presente estudo permaneceram vivos, durante o período de acompanhamento,
apresentaram melhora clínica, independente de se manterem infectados com outros hemoparasi-
tos, possivelmente porque a doxiciclina é considerada um quimioterápico com atividade imuno-
estimulante, descrito por Tosta (1983) e/ou pelo aumento de linfócitos B CD21+, como descrito
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em cães  com ou sem erliquiose,  tratados  com doxiciclina,  reportado  por  Villaescusa  et  al.
(2015).

A redução dos valores de T3 e T4T retrata a síndrome do eutireoideo doente (SED), síndrome
do triiodotironina (T3) baixo, também denominada síndrome da doença não tireoidiana, nos ani-
mais do presente estudo. Além dos cães não demonstrarem nenhum sinal clínico compatível
com hipotireoidismo durante a realização do estudo.

Quanto ao T3, 5/12 cães deste estudo apresentaram valores reduzidos, e concorda com Zygner
et al. (2015) que demonstraram, em cães infectados com B. canis, a síndrome de baixo T3, re-
portaram também que a gravidade da doença é considerada fator importante na redução das con-
centrações de hormônios da tiroide. E, de acordo com Elliot et al. (1995) a SED pode ocorrer
em cães com doença grave não tireoidiana, além disso, a extensão da redução das concentrações
séricas de T3, podem estar correlacionadas com a mortalidade.

A SED no presente estudo é a primeira descrição, em cães com E. canis coinfectados com A.
platys  e/ou B. canis vogeli, mas já foi reconhecida em diferentes hemoparasitoses, conforme
Shoeman et al. (2007) na babesiose canina causada pela B. rossi, onde se manifestou pela dimi-
nuição do TSH sérico, tiroxina total (TT4) e das concentrações de tiroxina livre (T4L). 

Neste estudo, os animais que se mantiveram infectados após o tratamento, também permanece-
ram com os valores dos hormônios tireoidianos abaixo da referência e concorda com a descrição
de Mooney et al. (2008) quando relataram que a síndrome pode ser mais comum em cães do que
reconhecido anteriormente. Em humanos, Wajner, Maia (2012) descreveram que a SED apre-
senta níveis hormonais da tireoide reduzidos em doentes críticos, na ausência de disfunção pri-
mária hipotálamo-hipófise-tireoide, onde indivíduos afetados apresentam valores reduzidos de
T3 e TSH normais, assim como esses cães. E, corroboram com Mooney et al. (2008), pois as
concentrações de hormônios da tiroide podem ser utilizadas como indicadores prognósticos, em
cães com doença não tireoidiana que desenvolveram a SED.

Durante a realização da obtenção do sangue, para os exames laboratoriais, notou-se a presença
de carrapatos em todos os cães participantes deste trabalho, o que pôde contribuir para a presen-
ça das coinfecções observadas, onde 50% dos cães apresentaram-se com dois ou mais hemopa-
rasitos associados, o que corrobora com as informações de De Tommasi et al. (2013) que as co-
infecções complicam o diagnóstico e o tratamento, e podem ainda influenciar negativamente no
prognóstico.

Antes do tratamento, no momento da admissão 7/12 (58,3%) dos cães positivos para  E. canis
mono ou coinfectados, apresentaram diminuição das concentrações basais para os valores do
hormônio T3 e/ou T4T, estes resultados corroboram com os achados de Kumar et al. (2007),
onde descreveram que os cães infectados com E. canis mono ou coinfectados apresentaram di-
minuição dos valores dos hormônios tireoideanos, assim como Zygner et al. (2015) que obser-
varam valores da concentração TT3 sérico abaixo do intervalo de referência em quatro dos 13
cães infectados com B. canis e também com os achados de Schoeman et al. (2007) onde (71%)
dos cães com B. rossi apresentaram as concentrações basais de tiroxina, no momento da admis-
são, abaixo do intervalo de referência estabelecido. 

Dos cães monoinfectados e coinfectados com E. canis, após tratamento, 10/12 normalizaram os
valores hormonais de T3, o que leva a concordar com Cardoso et al. (2016) que reportaram as
alterações nas concentrações dos hormônios tireoidianos, decorrentes de doenças não tireoidia-
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nas e consideraram a síndrome do eutireoideo doente, e ainda com Kumar et al. (2006) que de-
monstraram a diminuição dos hormônios da tireoide, nestes cães enfermos, e ressaltaram que
este fato pode representar uma adaptação por parte do corpo do animal com a finalidade de re-
duzir o metabolismo celular durante o período da doença.

Os valores basais de T4L, nos animais coinfectados com B. canis vogeli apresentaram-se nor-
mais no D1 e D2 e diferem dos resultados observados por Schoeman et al., (2007) em cães in-
fectados por  B. rossi,  onde descreveram que (54%) dos cães, apresentaram as concentrações
T4L basal abaixo da faixa normal em comparação com os cães saudáveis, entretanto, deve-se le-
var em consideração a patogenicidade do parasito, quando se referem a infecção por B. rossi em
cães.

Ao analisar a Tab.1 nota-se que os cães que negativaram, para todos os hemoparasitos após tra-
tamento, retornaram aos valores hormonais normais, enquanto que os cães que permaneceram
com coinfecção, (5/12) 41,7% ainda mantiveram os valores de T4T reduzidos, e se assemelham
aos resultados De Tommasi et al. (2013) que descreveram cães coparasitados permaneceram
com valores de T4T reduzido, mesmo após ao tratamento.

O presente estudo concorda com as explicações de Kumar et al. (2006) onde a diminuição dos
níveis de T3 e T4 na erliquiose, com ou sem babesiose, poderia ter mediado a diminuição da
taxa metabólica, e deprimido os tecidos linfóides primários e secundários em resposta ao estres-
se provocado por E. canis, com ou sem infecção da B. gibsoni, o que pode prejudicar o hospe-
deiro por perturbar a regulação do sistema endócrino.

8.7. Conclusões

Cães que apresentaram infecção por E. canis, monoinfectados ou coinfectados com B. canis vo-
geli e/ou A. platys, podem desenvolver a síndrome do eutireoideo doente.
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