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RESUMO

A técnica de citometria de fluxo foi avaliada para deteccao de hemadcias parasitadas com
Babesia canis. Na padronizacao da técnica foram testados lodeto de Propideo e Hidroetidina,
como marcadores das hemacias parasitadas. Hidroetidina apresentou melhores resultados e foi
utilizada nos demais experimentos. Caes controle e experimentalmente infectados com B. canis
foram acompanhados por citometria de fluxo e esfregagos sangulineos, capilar e venoso, por
periodos de 21 a 195 dias. Nos esfregacos sangliineos as primeiras hemacias parasitadas
foram detectadas no segundo dia apos inoculagao, com pico de parasitemia capilar e venosa
ocorrendo na primeira semana. Apos este periodo, a presenca do parasito passou a ser um
achado inconstante, com eventuais periodos de auséncia, que nao obedeceram a um padrao
de comportamento. Quanto a citometria de fluxo, a deteccao do percentual de hemacias
fluorescentes positivas (PHFP) ocorreu no terceiro dia apds inoculagao, permanecendo
positivo. Foram colhidas 162 amostras sangliineas de caes atendidos em clinicas veterinarias
de Belo Horizonte, Minas Gerais, com diferentes suspeitas clinicas. As amostras de sangue
foram submetidas avaliacao do hematdcrito e pesquisa de B. canis através de esfregacos
sanguineos e da técnica de citometria de fluxo. O soro foi submetido a pesquisa de anticorpos
anti-B. canis através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Os resultados
mostraram que apenas 2,5% dos animais foram positivos nos esfregagcos sanglineos,
enquanto que 22,8% foram positivas por citometria de fluxo e 60,5% foram positivos por RIFI.
Foi observada forte correlacao entre os animais positivos por citometria de fluxo e hematécrito
< 30. Houve associagdo das amostras positivas, com sinais clinicos de mucosas palidas,
letargia e com suspeitas clinicas de hemoparasitose e neoplasia.

Palavras-chave: Babesia canis, citometria de fluxo, diagnéstico, RIFI, caes.
ABSTRACT

Flow cytometry was used for detection of Babesia canis in infected erythrocytes. Propidium
iodide and Hydroethidine were used as markers for the labeling of infected parasites
erythrocytes. Hydroethidine gave the best results and therefore it was used throughout the
experiments. Control and infected dogs were observed from 21 to 195 days after infection.
During this period smears were made from venous and capillary blood and flow cytometry was
carried out with venous blood samples. In blood smears the first parasites were detected on the
second day after inoculation, with the peak parasitemia in capillary and venous blood occurring
on the third day. After this period the presence of the parasite became inconstant, with periods
of absence which didn’t correspond to a general pattern. As far as flow cytometry is concerned,
were detected fluorescent positive erytrocytes (FPE) on the third day after inoculation until the
end of the experiment (192 dias). Blood samples were collected from 162 dogs examined by
clinicals in Belo Horizonte, MG, with different clinical suspects and were tested for B. canis by
flow cytometry and by blood smears. Serum samples were tested by IFAT. The results showed
that 2.5% of the dogs were positive by blood smears, while 22.8% were positive by cytometry.
Among serum samples, 60.5% were positive by IFAT. A hight correlation was observed
between the animals with FPE and haematocrit < 30. The FPE was associated with clinical
signals such as pale mucous, letargia and with suspect haemoparasitoses and neoplasias.
There was no association between FPE and IIFAT titres.

Key words: B. canis, flow cytometry, diagnostic, IFAT, dogs.
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1 INTRODUGAO

Babesia canis & um dos agentes etioldgicos
da babesiose canina, doenca parasitaria de
caes domeésticos e canideos silvestres,
encontrada em regides tropicais,
subtropicais e em climas temperados
(Shaw, 2001).

No Brasil, o} carrapato trioxeno
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806),
tem sido incriminado como o vetor da
babesiose canina. Este ectoparasito esta
bem adaptado aos centros urbanos,
sugerindo que a enfermidade tenha alta
prevaléncia no pais. Ribeiro et. al(1990) e
Spiewak (1992), ao estudarem a fregiéncia
de anticorpos anti-B. canis em Belo
Horizonte, MG, Brasil, relataram o aspecto
endémico da ocorréncia de babesiose
canina.

Parte do ciclo biologico da B. canis ocorre
na circulagdo sangulinea do hospedeiro
vertebrado, onde o parasita invade
hemacias, nas quais cresce e se multiplica.
O estagio da infecgao sangiiinea € o mais
relevante, por causar sintomas clinicos e até
mesmo morte dos animais. Apesar dessa
enfermidade possuir tratamentos eficazes e
exequliveis, os estudos que focalizam a
correlacdo entre o desenvolvimento de
diferentes formas da infeccao e o seu
diagndstico sao escassos, constituindo um
entrave na clinica veterinaria (Assis, 1993).

Dentre os principais aspectos abordados
nos estudos que avaliam a infecgcao de
canideos por B. canis, duas areas de
conhecimento s&o bastante investigadas.
Alguns estudos visam compreender melhor
0s mecanismos imunologicos e
patofisiologicos envolvidos na resisténcia e
patogénese da doenca. Outros estudos
focalizam a busca de novos métodos que
possam aprimorar o diagnostico etioldgico
da infeccao, através de técnicas de maior
especificidade e sensibilidade,
principalmente nos casos atipicos e crénicos
da infecgcao por babesiose canina.

Com relagéao ao diagndstico da babesiose
canina podemos observar dois momentos

distintos: o diagnostico clinico e o
diagndstico laboratorial. No que se refere ao
diagnéstico clinico, as principais dificuldades
estdo associadas as diferentes formas de
manifestacdo clinica da infeccao e ao
diagnostico diferencial com outras
enfermidades como leptospirose, erlichiose,
anemia, cinomose e hepatite, que podem
apresentar sinais clinicos similares.

Com relagao ao diagnostico laboratorial, a
utilizacado de  esfregagco  sangiiineo,
empregando-se sangue capilar ou venoso,
embora tenha alta especificidade ,
apresenta como limitagao baixa
sensibilidade, devido a escassez do parasito
na fase cronica (Breitschwerdt, 1983). Ainda
com relagao ao diagndstico laboratorial, a
sorologia  através da reacao de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), apesar
de apresentar alta sensibilidade na fase
cronica, apresenta  como limitacao
soroconversao tardia (10 a 42 dias apos o
inicio da infecgao), além de nao identificar
infeccdo ativa. (Ristic et al., 1988; Assis,
1993).

Considerando assim, as limitagdes e
desafios do diagnostico da babesiose
canina, a introdugao da citometria de fluxo,
como novo método de analise de hemacias
parasitadas com Plasmodium sp (Janse &
Vianen, 1994) e Babesia sp (Wyatt et al.,
1991; Davis et. al., 1992; Fukata et al.,
1996), trouxe uma nova perspectiva para a
identificacao e acompanhamento dos
estagios de desenvolvimento =
susceptibilidade a drogas destes
hemoparasitos. A citometria de fluxo tem
mostrado ser uma técnica rapida, sensivel,
com boa aplicabilidade e reprodutibilidade
nos testes interlaboratoriais.

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicabilidade da técnica de
citometria de fluxo para detecgcao de
Babesia canis em caes infectados.




2.2 Objetivos especificos

e Comparar os marcadores lodeto de
Propideo e Hidroetidina na detecgao de
Babesia canis em hemacias
parasitadas.

e Avaliar a técnica de Citometria de Fluxo

e de esfregagos sanglineos no
acompanhamento de caes
experimentalmente infectados com B.
canis.

e \Verificar a aplicabilidade da citometria de
fluxo na detecgao de B. canis em caes
atendidos em clinicas de pequenos
animais, em relagao a esfregacos
sanglineos e outras metodologias
convencionais.

3 LITERATURA CONSULTADA

A babesiose canina é causada por
protozoarios pertencentes a ordem
Piroplasmorida, familia Babesiidae, que
parasita exclusivamente hemacias de caes
e canideos silvestres. Estd amplamente
distribuida pelo mundo sendo endémica,
principaimente em regidbes tropicais e
subtropicais (Nair et al., 1979; Farwell et al.,
1982; Klinefelter, 1982).

Esta enfermidade pode ser causada por
Babesia canis (Piana, Galli-Valerio, 1895)
ou Babesia gibsoni (Patton, 1910), gque
podem ser diferenciadas pelo tamanho dos
merozoitos. Os merozoitos de B. gibsoni
sao menores (< 2,5 um de comprimento), e
aparecem em forma redonda a oval. Essa
espécie de Babesia é encontrada na Asia,
America do Norte, Nordeste e Leste da
Africa.  (Taboada, Merchand, 1991;
Breitschwerdt, 1993). Nao ha relatos de sua
ocorréncia no Brasil. Os merozoitos de B.
canis sao maiores (= 2,5 um de
comprimento), aparecem em forma de pera
e normalmente séo encontrados aos pares
dentro das hemacias, podendo estar
presentes 8 ou mais. Essa é a espécie que
tem sido descrita no Brasil, embora sua
distribuicao  geogréfica  tenha  sido
grimei’ramente descrita na Europa, Africa,
Asia, India, América do Norte e América do
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Sul (Martinod et al., 1986; Uilemberg et al.,
1989).

Os principais transmissores desse
protozoario sdo os carrapatos da familia
Ixodidae, principalmente  Rhipicephalus
sanguineus, sendo que Dermacentor
reticulatus, Haemaphysalis leachi,
Hyalomma marginatum e Dermacentor
andersoni também tém sido incriminados
como vetores de B. canis (Ristic, 1988;
Taboada & Merchand, 1991; Uilemberg et
al., 1989; Breitschwerdt, 1993). Outro
mecanismo de transmissdo  descrito,
alternativo ao vetorial, & a via transfusional
(Lobetti, 1998).

A infecgcdo dos hospedeiros vertebrados
inicia-se quando os carrapatos infectados
inoculam esporozoitos de Babesia
juntamente com a saliva, durante a ingestao
de sangue. No cao, o0s esporozoitos
invadem apenas as hemacias e
transformam-se em formas arredondadas
denominadas trofozoitos. Nesta fase, os
trofozoitos sofrem divisbes assexuadas
(merogonia), produzindo até oito merozoitos
por divisdo binaria. Os merozoitos rompem
a célula e imediatamente invadem novas
hemacias. Apos a penetragao na hemacia, o
merozoito transforma-se em trofozoito, que
reinicia novo ciclo. Esses ciclos de divisao
assexuada requerem aproximadamente oito
horas e continuam indefinidamente até que
0 hospedeiro estabeleca mecanismos
protetores da resposta imune para se
recuperar da infeccdao, ou caso contrario
ocorra o obito.

Apds varios ciclos alguns merozoitos
diferenciam-se em gametécitos no interior
das hemacias. Esta diferenciacao pode
ocorrer tanto no cd@o, como no carrapato,
logo apos a ingestdo sanglinea. O
carrapato ao sugar sangue de animal
infectado ingere as formas parasitarias de
trofozoitos, merozoitos e gametécitos. No
limem intestinal do carrapato os trofozoitos
e merozoitos sao destruidos e apenas os
gametas sobrevivem. Atualmente sabe-se
gue existe o gameta feminino e o masculino,
gque se fundem produzindo o zigoto. O
zigoto transforma-se em oocinetos que
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penetram nas ceélulas intestinais do
carrapato. Nestas células o0s oocineto
sofrem o processo de esporogonia,
formando células moveis denominadas
esporocinetos. Os esporocinetos rompem as
células intestinais e caem na hemocele,
podendo invadir novas células do vetor,
iniciando novos ciclos de esporogonia.
Nesta fase o esporocineto multiplica-se em
hemdcitos, células peritraqueal, células
nutritivas do ovario e, menos intensamente,
nos tubos de Malpighi, musculos e
epiderme. No ovario, os odcitos tornam-se
infectados e ocorre a transmissao
transovariana da Babesia.

As larvas que eclodem dos ovos infectados
contém em suas células intestinais os
esporocinetos que ficam dormentes. Com o
inicio da fase parasitaria do carrapato e
ingestao de nutrientes do hospedeiro, os
esporocinetos iniciam novos ciclos de
esporogonia. Os parasitos que atingem a
glandula salivar vao diferenciar-se em
esporozoitos, que é a forma infectante, e
serdo eliminados na saliva durante a
alimentacao, iniciando novo ciclo. Todos os
estadios do carrapato podem transmitir a B.
canis, entretanto os adultos, machos e
fémeas, sao considerados os principais
transmissores por apresentarem maior
quantidade de esporozoitos na saliva. Os
carrapatos podem permanecerem infectivos
por até cinco geragoes (Ristic, 1988; Lobetti,
1998).

Ha evidéncias de que isolados de B. canis
de diferentes regioes geograficas
apresentam especificidade de vetores
(Lewis et al., 1996), apesar da similaridade
morfologica. Uilenberg et al. (1989)
observaram que isolados de B. canis da
Franca, Norte e Sul da Africa eram
transmitidas pelo D. reticulatus, R.
sanguineus e H. leachi, respectivamente.
Estes isolados apresentavam testes de
reatividade cruzada diferentes, ja que as
cepas da Frangca e do Norte da Africa nao
imunizavam contra a cepa do Sul da Africa e
vice-versa. A cepa do Sul da Africa,
transmitida pelo H. leachi, € considerada a
mais patogénica. Baseado nisso, foi
proposto uma nomenclatura diferenciando
trés subespécies, ou cepas, de B. canis: B.

canis canis, transmitida pelo D. reticulatus;
B. canis vogeli, transmitida pelo R
sanguineus e B. canis rossi, transmitida pelo
H. leachi. No Brasil, o carrapato trioxeno R.
sangiineus é considerado o transmissor da
B. canis (O'dwyer, 2000).

Existe uma relagdo direta entre a variagao
sazonal do vetor e o aparecimento de casos
clinicos da doengca. Na Africa do Sul,
observa-se maior incidéncia do vetor, nos
meses mais quentes do ano (setembro a
abril, com pico em novembro), enquanto na
Ameérica do Norte a variagao sazonal
também tem sido descrita, com a maioria
dos casos de babesiose canina ocorrendo
entre margo e outubro (Lobetti, 1998). Cruz-
Vazquez (1999) também relatou variacéao
sazonal de R. sanguineus no México, onde
a maior prevaléncia do vetor foi observada
na primavera, verao e outono. No Brasil ha
poucos estudos relacionados com a
variagao sazonal do R. sanguineus e com a
ocorréncia da infeccao no pais. Como o
vetor R. sanguineus estd adaptado aos
grandes centros urbanos, isto implica em
alta taxa de infestagdo dos animais e alta
frequéncia da infecgcao por B. canis,
principalmente no verao.

A frequéncia da infecgao foi estudada pela
primeira vez no Brasil por Pestana (1910),
observando que a doenca ocorria quase
que exclusivamente em caes novos e que 0
parasito raramente era detectado fora da
fase aguda. Ele também descreveu uma
forma grave da doenga, na qual observou
hemorragias internas, principalmente
enterorragias. Paraense & Vianna (1949)
examinaram esfregacos sanglineos de 100
cdes de rua, da cidade do Rio de Janeiro, e
observaram  14,0% de  positividade.
Dell’Porto (1986), pesquisou a ocorréncia de
B. canis em 106 caes de rua em Sao Paulo,
relatando que 42,7% foram soropositivos
através da Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFl) e 10,4% apresentavam
exame de esfregago sanglineo positivos.
Ribeiro et al.(1990) examinaram soros de
127 caes atendidos no Hospital da Escola
de Veterinaria da UFMG, Belo Horizonte,
encontrando 66,9% de animais positivos
para B. canis, através da RIFl. Ao
acompanharem animais experimentalmente




inoculados, estes autores relataram
parasitemia de até 20% no sangue capilar,
enquanto no sangue venoso nNao passava
de 3%. Os animais permaneceram
aparentemente normais, exceto por uma
elevagcao da temperatura corporal, que
durou dois dias. Os autores sugeriram que
Belo Horizonte deva ser uma regiao
endémica para ocorréncia de babesiose
canina. Spiewak (1992), na mesma cidade,
estudou os aspectos epidemioldgicos,
clinicos e de diagndstico da infecgao por B.
canis em animais atendidos em clinicas e
em caes de rua. No primeiro grupo, a autora
relatou que a soroprevaléncia através da
RIFI foi de 34,1%, sendo que em 4% dos
animais foi detectado o parasito através de
esfregacos sangliineos. No segundo grupo,
a soroprevaléncia foi de 78,4%, confirmando
que B. canis é endémica nesta cidade.

Assis (1993), num estudo realizado em Sao
Paulo, inoculou caes nao
esplenectomizados e esplenectomizados
com B. canis, para avaliagdo de aspectos
hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos.
O autor relatou que a maioria dos animais
nao apresentou quadro clinico severo de
babesiose. Altas parasitemias foram
detectadas nos esfregacos sanglineos nos
primeiros dias apos a inoculacao dos
animais. Apos isso, a presenca de Babesia
nos esfregacos sanglineos passou a ser
um achado inconstante .

Todos estes estudos constataram que a
detecgao do parasito através de esfregagos
sanglineos, foi mais eficiente quando se
usou sangue capilar do que sangue venoso.
Deve-se ressaltar que todos esses trabalhos
foram realizados em centros urbanos, onde
se observa a presenca constante do vetor
R. sanguineus.

O’Dwyer (2000) estudou a freqléncia de B.
canis em areas rurais do Rio de Janeiro e
constatou que 41,1% foram positivos a RIF|
e 52% dos caes examinados foram
positivos no diagndstico parasitologico.
Foram colhidos carrapatos em 37,6% dos
caes examinados, sendo que 23,6%
estavam infestados por Amblyomma
cajennense, 12,4% por R sangiineus e,
2,8% por A. aureolatum e 2% por A. ovale.
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R. sangdineus foi encontrado em quase
todas as regides estudadas, exceto em
uma.

Algumas evidéncias relacionadas com
padrao enzimatico, imunidade cruzada e
sorologia tém sugerido a ocorréncia de
isolados de B. canis com diferengas
genéticas e antigénicas (Uilemberg, 1986;
Uilemberg et al.,1989). O gene encontrado
na pequena unidade ribossomal RNA (ssu-
rDNA) tem sido amplamente usado para
diagnostico e diferenciagao de espécies de
Babesia pela “Polimerase Chain Reaction”
(PCR) ou pelo método de Southern Blot
(Conrad et al.,1992; Persing et. al., 1992;
Thomford et al., 1994; Olmeda et al., 1997).
A comparacao das seqléncias de ssu-rDNA
vem sendo largamente usada nas analises
filogenéticas para estudar diferengcas entre
géneros e ou entre espécies dentro de um
género.

Carret et al. (1999) relatam diferenciagao
em nivel molecular das subespecies de
Babesia canis atravées da PCR de
amplificagao de sequéncia DNA de B. canis.
Esta diferenciacao molecular tem
importancia para estudos relacionados ao
desenvolvimento de vacinas efetivas contra
babesiose canina, uma vez que a protecao
cruzada observada entre as subespécies de
B. canis revela eficacia limitada. Analise da
sequéncia parcial dos genes (ssu-rDNA)
combinadas com diferencas na
especificidade de vetores, sorologia e
patologia confirmam que as subespécies de
B. canis podem ser taxonomicamente
distintas. A PCR, combinada com a analise
do comprimento do fragmento de restricao
polimédrfico usando enzimas de restricao,
confirmou a separacgao de B. canis em trés
subespécies. Uma aproximacao filogenética
mostrou que as trés subespécies de B.
canis pertencem ao grupo de espécie de
Babesia sensu strito, onde B. canis canis
agrupa com B. canis rossi, enquanto B.
canis vogeli pode formar um grupo
monofilético com o agrupamento B.
divergens e B. odocoilei.

No Brasil, regiao endémica de ocorréncia de
babesiose canina, até o presente nenhum
critério foi utilizado para verificar a
ocorréncia de subespécies de B. canis. Os




20

estudos com babesiose em caes, em quase
toda sua totalidade, foram realizados em
areas urbanas, limitando nosso
conhecimento gquanto aos vetores existentes
e as diferencas de patogenicidade,
restringindo o conhecimento epidemiologico
indispensavel para tracar medidas de
controle dessa enfermidade em nosso meio.
Apesar disso, como o unico vetor conhecido
de B. canis descrito no Brasil é o R
sanguineus, sugere-se gue a nossa amostra
seja Babesia canis vogeli, que apresenta
viruléncia semelhante a B.canis canis
(Shaw, 2001).

A fisiopatogenia da babesiose (B. bovis e B.
canis) pode ser comparada a da malaria,
causada pelo Plasmodium falciparum. A
proliferagao dos parasitos no organismo
desencadeia trés processos responsaveis
pelo desenvolvimento de sinais clinicos e
lesbes nos animais: a destruicdo de
hemacias; a liberacdo de mediadores
quimicos farmacologicamente ativos,
provocando mudangas circulatérias; e,
finalmente, o sequlestro de hemadcias
parasitadas na microcirculagao e
multiplicagao do parasito (Schetters &
Montenegro-James, 1995).

A exata seqgliéncia destes eventos ainda
nao esta clara, mas durante a fase aguda
da infecgao por B. canis, os parasitos se
proliferam nas hemacias por divisdo binaria
liberando antigenos sollveis que ativam os
sistemas de calicreina e o de complemento,
resultando na producao de calicreina,
bradicinina e outros mediadores, que sao
potentes vasodilatadores e causam estase
sangliinea e hipotensdao. A ativagdo do
sistema de coagulagdo, ao invés de
provocar formagao de trombos, acarreta
uma alteragado no metabolismo do
fibrinogénio, levando a uma concentragao
de fibrina que tem afinidade pela superficie
das hemacias nao infectadas e infectadas
na circulagao, aumentando a agregacao das
mesmas. Este fato, associado a hipotensao,
acarreta uma diminuigao do  fluxo
sangliineo, através da microvasculatura e
eventualmente estase, favorecendo a
adesao da membrana de hemacias com o
endotélio. Estes eventos favorecem a
proliferagao local do parasito nas hemacias ,

que & comumente vista em preparagdes
histologicas de orgaos internos (Schetters et
al., 1998, Schetters & Eling, 1999).

A agregacao de hemacias possibilita a
formacao de estruturas chamadas rosetas,
gue ficam presas nos capilares devido ao
seu tamanho. Esta proximidade das
hemacias faz com que merozoitos passem
diretamente de uma célula para outra,
facilitando a multiplicacdo dos parasitos
(Wahigren et al., 1989).

O seqlestro de hemdacias parasitadas no
interior de capilares e vénulas pés- capilares
& conseqlUéncia direta da adesdao da
membrana das heméacias parasitadas e da
membrana das células endoteliais, devido a
modificacdes estruturais e antigénicas
produzidas pelo parasito na superficie das
hemacias que se constituem sitios de
ligacao para receptores expressos em
células endotelias (Pongponratn et al.,
1991).

Ao contrario do que se pensava, a anemia
manifestada na babesiose nao é devida
somente a ruptura de hemacias pela saida
de merozoitos e pelo aumento da atividade
monocitico-fagocitaria do bago e do figado,
que ocasiona retirada de hemacias
parasitadas da circulacao (Mahoney, 1977).
Alem disso, segundo Schetters et al. (1998),
a hipotensao induzida durante a fase aguda
da infeccao acarreta extravasamento de
fluido do intersticio para a circulagao, o que
explicaria os baixos valores de hematdcrito
e creatinina no plasma. Quedas transitérias
do hematocrito podem ser induzidas
utilizando-se extratos soluveis de parasitos
de Babesia, mostrando que as hemacias
nao sao destruidas, mas apenas diluidas no
plasma. E mais: em animais infectados com
B. canis, com anemia acentuada, quando
tratados, os valores do hematdcrito
retornaram ao normal dentro de horas, o
gue nao poderia  ser  explicado,
simplesmente, pela eritropoiese (Schetters
& Montenegro-James 1995).

Segundo Schetters et al. (1998), a
redistribuicao do fluido intersticial pode
induzir um aumento da ingestao de agua
pelo hospedeiro e isto, associado a redugao
da excregao da urina, pode acarretar um




aumento do peso de um animal infectado
em até 20%. Este fato nao tem sido
observado pelos clinicos veterinarios,
necessitando de infeccao experimental de
caes com B. canis para comprovagao.

A estase sangliinea provocada pelas
substéncias vasoativas, @ hipotenséo e a
anemia dificultam o suprimento de oxigénio
nos tecidos. A resposta inflamatéria €
ativada por processos degenerativos e
necroticos em consequéncia da anodxia
tecidual, cujos mediadores contribuem para
a manifestagdo de febre e desequilibrio
eletrdlitico (Losos, 1986). A andxia tecidual
resultante da obstrucao dos vasos, acarreta
necrose e liberagao local de fatores pro -
inflamatérios que induzem a quimiotaxia e
diapedese de leucocitos (Wright et al.,
1989).

Acumulo de hemacias parasitadas na
microcirculagao pode ser observado no
cérebro, pulmao, baco, figado,
leptomeninges e |aminas proprias do
estdbmago, intestino delgado e intestino
grosso (Breitschwerdt, 1983). O pulmao é
um orgao amplamente afetado, podendo
apresentar edema e espessamento dos
septos alveolares, o que traz sérias
alteracdes respiratérias (Pongponratn et al.,
1991).

Reyers et al. (1998) fizeram um estudo
retrospectivo de 662 caes atendidos no
Onderstepoort Veterinary Academic Hospital
(OVAH), com babesiose canina, causada
por B. canis rossi. Os animais foram
divididos em trés grupos: severamente
anémicos (SA), cades que apresentavam
hematécrito < 15; moderadamente anémicos
(MA), guando apresentavam hematdcrito
entre 15 a 29 e nao anémicos(NA), aqueles
com hematécrito > 30. Foram estudados
aspectos hematoldgicos, exames
bioquimicos e sinais clinicos dos animais.
Os resultados demonstraram que o0s
animais SA exibiram hepatopatia e aumento
da wuréia no soro, sem um aumento
concomitante de creatinina; raramente
tinham distlbios eletroliticos, e
apresentavam severa leucocitose. Ao
contrario, os caes NA, exibiram severa
azotemia, marcado disturbio eletrolitico e
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suave resposta leucocitaria, sendo que
alguns deles apresentaram leucopenia, com
linfocitopenia. Estes resultados indicam que
a severidade da anemia esta relacionada
com a doenca hemolitica, possivelmente
imunomediada. Caes NA desenvolveram
uma aguda e profunda resposta
inflamatoria. A anemia foi mais severa em
animais jovens. Foi observado que animais
das ragas Bull terries, Pit bull e
Staffordshirebull  terries, provavelmente
possuem uma predisposicao genética para
desenvolver uma resposta inflamatdria
aguda mediada por citocinas, pois nenhum
animal sobreviveu a infeccao.

Tem sido observado que a fisiopatogenia do
parasito varia de acordo com cepa de B.
canis. Pages et al.(1990) relataram que em
133 caes infectados com isolados da
Franca, foi constatada apenas leve anemia
e trombocitopenia. Carlos et al. (1989), ao
estudarem 291 casos de babesiose canina
em caes nas Filipinas, relataram uma suave
anemia como Uunica alteragdo observada e
classificaram esta manifestagao clinica
como crdnica ou subclinica.

A analise de aspectos clinicos e
laboratoriais de caes com babesiose permite
classificar a infecgao em duas fases: aguda
e crbonica, em ordem decrescente de
gravidade (Abdullahi et al., 1990). A fase
aguda apresenta sinais clinicos variados,
podendo passar desapercebida. E
caracterizada por parasitemia consideravel,
provavelmente devido a intensa
multiplicacdo do parasito e auséncia de
mecanismos protetores da resposta imune
do hospedeiro vertebrado ja instalados. As
manifestacdes mais freqlentes consistem
em febre, enfartamento ganglionar,
anorexia, depressao, fraqueza, letargia,
anemia, ictericia, hemoglobinuria,
esplenomegalia (Spiewak, 1992). Esta fase
pode apresentar uma forma hiperaguda com
sinais clinicos variados e geralmente leva o
animal a morte.

A evolucdo da fase aguda para a cronica,
embora ainda nao totalmente esclarecida, &
acompanhada pela diminuicao do
parasitismo. Os animais portadores da
infeccdo cronica por B. canis podem
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apresentar diferentes manifestagtes
clinicas. Acredita-se que estas
manifestagdes distintas sao consequéncia
de mecanismos multifatoriais que envolvem
tanto aspectos do parasito, quanto aspectos
do hospedeiro vertebrado, salientando a
complexidade da interagao parasito-
hospedeiro. Dentre os fatores relacionados
ao parasito, a variabilidade entre cepas, a
viruléncia, a antigenicidade e a intensidade
de parasitemia sao apontados como o0s
aspectos de maior relevancia nesse
processo  (Martinod et al, 1986;
Macwilliams, 1987; Uilemberg et al., 1989;
Schetters et al., 1997). Em relagao ao
hospedeiro vertebrado, a idade e o perfil da
resposta imune parecem ser 0s principais
elementos que desencadeiam diferencas
individuais, bem como o desenvolvimento
de diferentes manifestagbes clinicas da
infecca@o por B. canis. Os caes jovens sao
os mais sensiveis e freqientemente
apresentam formas mais graves da doenca
(Farwell, 1982; Breitschwerdt, 1983, Bobade
et al.,, 1989; Ribeiro et al., 1990). Esta fase
pode apresentar uma forma subclinica com
sinais clinicos distintos.

Alguns autores sustentam que a idade do
animal nao tem influéncia na
susceptibilidade a babesiose canina (Nair et
al., 1979; Martinod et al., 1986). Em relagéo
ao sexo, Nair et al. (1979); Martinod et al.
(1986); Bobade et al. (1989); Ribeiro et al.
(1990) e Spiewak, (1992), que estudaram a
prevaléncia de babesiose canina, nao
observaram diferenca entre machos e
fémeas. Dell'Porto (1986) relatou maior
frequéncia de fémeas positivas através da
RIFI, atribuindo ao fato de as fémeas serem
mais sedentarias, principalmente no periodo
poés parto, estando mais sujeitas a
infestagdes pelo vetor da doenca.

Do ponto de vista clinico, a babesiose
canina pode ser classificada em classica ou
associada. Sinais tipicos de babesiose
classica estdo relacionados com a fase
aguda da infeccao, quando os animais
podem apresentar hemdlise aguda, febre,
anorexia, depressao, mucosas palidas e
esplenomegalia. A babesiose classica ainda
pode ser assintomatica, moderada ou
severa, dependendo do grau da anemia.

Animais com infecg@o assintomatica podem
progredir para doenga grave e o hematdcrito
pode apresentar quedas bruscas (< 5%),
levando inclusive o animal a morte.

Os sinais clinicos de babesiose associada
nao envolvem anemia hemolitica e estao
relacionados com a fase hiperaguda e
cronica da infecgao. As complicagdes mais
comuns sao faléncia renal aguda, babesiose
cerebral, coagulopatia, hepatopatia e
ictericia, anemia hemolitica imuno-mediada,
sindrome respiratoria aguda,
hemoconcentracé@o e choque. Complicagtes
raras incluem distirbios respiratorios,
mialgia, comprometimento ocular,
comprometimento cardiaco, necrose de
extremidades, sendo que diferentes
complicagbes podem ocorrer ao mesmo
tempo (Breitschwerdt, 1983; Lobetti, 1998).

Em relagdo ao diagndstico da babesiose
canina, podemos observar dois momentos
distintos: o diagndstico clinico e o
laboratorial. No que se refere ao diagndstico
clinico, alguns autores tém relacionado a
ocorréncia de sinais clinicos e/ou patologias
apresentadas por caes com babesiose.
Spiewak (1992) relatou que existe
correlagdo entre caes com neoplasia e com
e a forma cronica da babesiose, sugerindo
gue a imunossupressao sofrida pelo animal
permitiia a multiplicacao do parasito.
Abdullahi (1990) diagnosticou 70 casos de
babesiose canina causada por B. canis, na
Nigéria. Os sinais mais comuns
relacionados a todas as formas da doenga
foram anorexia e letargia, sendo que febre,
mucosas  palidas, linfadenopatia e
esplenomegalia também foram frequentes.
De forma contraria, Dell’Porto (1986) relatou
que sinais clinicos de febre e mucosas
palidas nao constituem elementos seguros
gue possam auxiliar no diagndstico de
babesiose crénica.

As principais dificuldades relacionadas ao
diagnostico clinico estdo associadas as
diferentes formas de manifestacao clinica da
infeccao. Dessa forma, os sinais clinicos, a
hematologia e a anamnese saoc de valor
para o diagnostico de babesiose para
muitos clinicos veterinarios, mas sao
inconstantes, donde se conclui que o




diagndstico  definitivo nao pode ser
puramente clinico (Meynard & Goudichaud,
1974).

Além disso, apesar dessa enfermidade
possuir tratamentos eficazes e exequiveis,
muitas vezes o diagndstico diferencial com
outras enfermidades (leptospirose,
erlichiose, anemia, cinomose e hepatite),
que apresentam sinais clinicos similares nao
& possivel, principalmente nos casos
agudos. Os animais sdo tratados com
guimioterapicos e/ou drogas Vvariadas,
sendo que muito deles chegam a ébito por
falta de tratamento adequado.

No que se refere ao diagnostico laboratorial
a técnica de esfregago sangliineo, apesar
da simplicidade de execugao e da boa
especificidade, e pouco sensivel
(Breitschwerdt, 1983). A detecgdo do
parasito nos casos atipicos e crénicos, onde
a presenca do parasito € escassa, torna-se
dificil atravées deste método (Anderson,
1980; Breitschwerdt, 1983; Levy et al., 1987,
Wiosniewsk et al., 1997). Nessa situagao, a
positividade ocorre nos casos agudos, onde
ha parasitemia elevada, como ocorre com B.
canis rossi, que apresenta alta
patogenicidade e parasitemia, ao contrario
de B. canis canis e B. canis vogeli.

Ainda com relagdo ao diagnéstico
laboratorial, varios testes sorolégicos séo
empregados para detecgao de anticorpos
anti-Babesia, sendo a RIFl o mais utilizado
tanto para B. canis (Levy et al., 1987;
Ribeiro et al., 1990; Taboada et al., 1992;
Vercammen et al., 1995.), como para outras
especies de Babesia (Anderson et al., 1980;
Linhares et al., 1992; Yamane et al., 1993).
Embora a RIFI seja um teste bastante
sensivel durante a fase crénica da infecgéo
na deteccao de anticorpos anti B. canis
(Ristic et al., 1988),0 seu uso nao & indicado
na fase aguda da infecgdo, uma vez que
caes infectados com B. canis apresentam
soroconversao tardia (17 a 42 dias apos a
infeccao) (Ristic et al., 1988; Assis, 1993;
Vercammen et al.,1995). Filhotes
parasitémicos ou que estavam durante a
fase hemolitica da infecgdo com B. canis
podem  apresentar resultados falso-
negativos através da RIF| (Farwell, 1982,
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Breitschwerdt et al., 1983; Bobade et al.,
1989). Segundo os autores, a razao pela
qual animais clinicamente infectados ainda
nao produziram anticorpos contra o parasito
nao esta muito clara, tendo em vista a
complexidade da relacao parasito
hospedeiro, especialmente em infeccbes
naturais. Provavelmente, caes que foram
infectados pela primeira vez necessitam de
um periodo latente para a produgao de
anticorpos contra o parasito. As reacoes
sorologicas refletem a multiplicagao do
parasito no hospedeiro, mas a detecgao do
parasito pode nao coincidir com a detecgao
de anticorpos (Ristic, 1988).

Outra limitagao apresentada por este
método esta relacionada ao fato de nao
identificar infeccao ativa. A persisténcia de
altos titulos de RIFlI & observada nos
hospedeiros de areas endémicas para B.
canis, que mantém infeccdo subclinica
(Bobade, 1989). Neste caso a RIFI seria
recomendavel para inquéritos
epidemioldgicos.

Como metodo auxiliar no diagnostico
laboratorial, o hematdcrito tém sido usado
rotineiramente como triagem dos animais
com suspeita clinica de babesiose, uma vez
que resultados < 30 sugestivos de anemia,
sao freqientemente associados a
hemoparasitoses (Reyers et al. 1998).

Considerando assim, - as limitagcdes e
desafios do diagndstico da babesiose
canina, o advento da citometria de fluxo tém
trazido novas perspectivas no diagndstico
laboratorial. Estudos recentes com Malaria e
Babesia, utilizando esta metodologia como
novo método de andlise de hemacias
parasitadas, para identificagcao e
acompanhamento dos estagios de
desenvolvimento e susceptibilidade a
drogas destes hemoparasitos, tém mostrado
resultados promissores. Assim como ocorre
no ciclo biolégico de B. canis, uma parte do
ciclo bioldgico do Plasmodium sp. se da na
circulacao sangtinea do hospedeiro, onde o
parasito invade hemadcias nas quais ele
cresce e se multiplica. A demonstragao do
parasito em esfregagos sangliineos é usada
como diagndstico, mas muitas vezes isto
néo é possivel.
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A citometria de fluxo, € uma metodologia de
analise celular automatizada, que através
da andlise da dispersdaoc do raio laser,
permite a avaliagao simultadnea de aspectos
relacionados a morfologia celular e emissao
de fluorescéncia de uma célula suspensa
em meio liquido. Nos casos da malaria e
babesiose, a fluorescéncia emitida é devida
as hemacias infectadas com o parasito.

O raio laser atinge as células
individualmente, o que ocasiona ocorréncia
de dois fendmenos fisicos: dispersao da luz,
devido aos aspectos morfolégicos e
estruturais das ceélulas e emissao de
fluorescéncia, quando esta é marcada com
um fluorécromo. A caracterizagao fenotipica
por citometria de fluxo, inclui a analise
basica de trés parametros celulares:
tamanho (determinado pela difragao do raio
laser - “Forward scatter’ FSC),
granulosidade ou complexidade interna
(determinada pela refracao e reflexao do
raio laser-"Sider Scatter”-SSC, e intensidade
relativa de fluorescéncia (FL1, FL2 e FL3).
Estas caracteristicas sa3o detectadas
utilizando-se um sistema ético eletronico
acoplado que avalia a emissdao de
fluorescéncia e a dispersao do raio laser
incidente sobre uma célula,
hidrodinamicamente focalizada. Estes sinais
Gticos e elétricos podem ser medidos e
armazenados para posterior analise em um
computador associado ao citdmetro de
fluxo, através de software especifico. O
estudo de diferentes componentes ou
elementos celulares podem ser realizados
simultaneamente, empregando-se
fluorécromos  diferentes  (Jaroszeski &
Radcliff, 1999).

Esta metodologia tem mostrado ser rapida,
sensivel e com boa aplicabilidade e
reprodutibilidade nos testes
interlaboratoriais (Janse & Vianem, 1994)
para identificacado de espécies de
Plasmodium.

Alguns aspectos relacionados ao principio
da deteccao de hemoparasitos por
citometria de fluxo sdo altamente relevantes.
Janse & Vianem (1994) propuseram a
deteccdo de hemacias infectadas com
Plasmodium sp, utilizando marcadores

especificos para acidos nucléicos, como
lodeto de Propideo e Hoechst 33258, para
identificagdao do parasito, considerando que
as hemadacias sao anucleadas e nao
possuem DNA, permitindo assim, identificar
células nao infectadas de infectadas, bem
como acompanhar os diferentes estagios de
desenvolvimento e susceptibilidade a
drogas do parasito.

Roward & Rodwell (1979) também
analisaram, através da citometria de fluxo,
amostras sanglineas infectadas com
Babesia sp. utilizando o marcador especifico
para acidos nucléicos, Hoechst 33258. Os
autores relataram que hemacias parasitadas
puderam ser separadas de hemacias nao
parasitadas através desta técnica.

Entretanto, a fluorescéncia detectada
poderia nao ser exclusiva do parasito,
porque, segundo Mons & Janse (1992),
reticulocitos que sao frequéntes em
processos anémicos, possuem RNA, o que
levaria a resultados falso negativo,
dificultando a discriminagao entre células
infectadas e nao infectadas.

Na tentativa de contornar este problema,
trabalhos relatam a aplicabilidade da
hidroetidina, marcador especifico de DNA,
na deteccdo de Babesia sp., por citometria
de fluxo. Wyatt et al. (1991) e Davis et al.
(1992) detectaram hemacias infectadas com
B. bovis apds usar este marcador,
distinguindo  células infectadas, que
apresentavam parasitos viaveis, daguelas
sem parasitos ou com parasitos mortos.
Fukata et al. (1996) também pesquisaram ,
através da citometria de fluxo, hemacias
parasitadas com B. gibsoni em amostras
sangiiineas de caes infectados, utilizando
hidroetidina. As 26 amostras analisadas
revelaram um coeficiente de relagao de
0.97% de parasitemia em comparagao com
o método de microscopia de luz. Os autores
nao detectaram reticuldcitos atraves desta
técnica.

A hidroetidina € um composto que permite a
marcacao especifica de DNA. Entretanto
requer metabolizagdo prévia e converséo
em brometo de etideo, que €& um
fluorocromo que se liga ao DNA do parasito,




SBLIOTFCA-ESCOLA VFTFRINARIA DA UIFMI®

podendo ser excitado por laser e emitir
fluorescéncia. Dessa forma, este composto
comporta-se como marcador vital, sendo
incorporado apenas por células contendo
parasitos vivos Gallop et al. (1984).

Ja o lodeto de propideo & um marcador
especifico de acidos nucléicos, permitindo a
marcacao de DNA e RNA. Para os estudos
de citometria de fluxo, este marcador requer
permeabilizacao  celular (fixagdo de
hemacias em glutaraldeido), nao se
comportando como corante vital . Além do
mais, pode identificar reticulocitos pela
habilidade de se ligar ao RNA Saul et al.
(1982), Pattanapannyasat et al. (1992).

Com relacao a fixacao de hemacias com
glutaraldeido, Crissmann et al. (1979)
relataram que esta é uma técnica rapida e
segura e que este composto nao induz
aglutinagao ou lise das células, fato
comumente observado em amostras fixadas
com metanol e etanol. Porém, glutaraldeido
e paraformaldeido podem causar reacao
cruzada com componentes da membrana
celular, impedindo a penetracao de
moléculas de alto peso molecular, como
anticorpos monoclonais, marcadores de
DNA ou grandes florocromos. Além disso,
estes fixadores reduzem significativamente
o efeito da emissdao de fluorescéncia de
certos fluorocromos ligados a DNA.

Numa dultima abordagem, Uemura et al.
(1990) analisaram amostras de sangue
periférico de caes infectados com Babesia
gibsoni por citometria de fluxo e avaliaram a
porcentagem de reticuldcitos, utilizando
tiazole orange, corante de acidos nucléicos.
Os autores nao conseguiram identificar
hemacias parasitadas com B. gibsoni e
postularam que este parasito seja muito
pequeno para emitir  fluorescéncia
detectavel por esta técnica ou, entdo, seja
pobremente marcado por tiazole orange,
quando comparado com espécies de
Plasmodium.

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Local de realizacao do experimento:
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O projeto foi executado no Laboratério de
Protozooses do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria da UFMG; no Laboratorio de
Protozoologia Veterinaria do Departamento
de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da UFMG e nos
Laboratéorios de Doengas de Chagas e
Imunologia Celular e Molecular do Centro de
Pesquisa René Rachou (FIOCRUZ).

4.2 Populacao de caes estudada

Neste estudo foram utilizados 183 animais,
machos e fémeas, sendo:

e 10 cades adultos, sem raca definida
(SRD), com idade variada, oriundos do
Centro de Zoonoses de Belo Horizonte,
que foram esplenectomizados para o
isolamento da amostra de B. canis de
Belo Horizonte.

e 11 filhotes, SRD, que foram criados em
ambiente livre de carrapatos desde o
nascimento, e mantidos em canis
apropriados, com ragao comercial e
agua a vontade. Esses animais foram
banhados com produtos carrapaticidas
(deltametrina e amitraz) de 14 em 14
dias, com o objetivo de se evitar
infestacdo com o carrapato vetor R.
sanguineus. Aos quatro meses de
idade, apds confirmacdao de sorologia
negativa para B. canis, pela técnica da
Reacao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), quatro animais foram
esplenectomizados, para realizagéo da
infeccao experimental com B. canis e
sete animais foram mantidos como
controle negativo.

e 162 amostras sangliineas foram
colhidas, com anticoagulante, de caes
de racas e idades variadas, atendidos
em trés clinicas veterinarias de Belo
Horizonte: Hospital Veterinario da
Escola de \Veterinaria da UFMG,
Veterinaria Santo Agostinho e Kriar
Veterinaria. A colheita foi realizada no
periodo de margo a setembro de 2000,
tanto de animais levados as clinicas
para consulta, quanto de animais
saudaveis levados para vacinagao e
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cirurgia estética. O tamanho da amostra
foi calculado a partir da freqiéncia de
anticorpos anti-B. canis encontrada em
caes de clinicas de Belo Horizonte
(Spiewak,1992), utilizando-se a seguinte
férmula: n = p(100-p)z*/(p.d)®, onde: n=
tamanho da amostra , p= prevaléncia
esperada, z = grau de confianga (95%=
1,96) e d = margem de erro esperada =
0,2, obtendo-se um n = 144. Para maior
seguranga, esse numero foi acrescido
de 12%, passando para 162 animais.
Procurou-se obter de cada animal,
informacdes sobre a forma de criagao
(casa ou apartamento), histérico de
infestacao por carrapatos, freqiéncia de
banhos carrapaticidas, sintomas e
diagnéstico clinico (caes doentes) ou
motivo de atendimento (caes
saudaveis), além da identificacao (raca,
sexo, idade e numero de entrada na
ficha do argquivo da clinica). Esses
dados foram obtidos durante a
anamnese realizada pelo veterinario
responsavel pelo caso efou através da
ficha clinica. Os dados foram
registrados em fichas numeradas
individuais (Anexo). A escolha dos
sintomas  clinicos baseou-se na
sintomatologia observada na babesiose
clinica, segundo a literatura consultada.
As amostras sanglineas foram
mantidas em geladeira, a 4°C, até o
momento de serem processadas no
laboratorio.

4.3. Amostras de Babesia canis utilizadas

Dez caes adultos foram esplenectomizados
e acompanhados diariamente, durante 12
dias, através de esfregacos sangliineos com
amostras de sangue venoso e capilar. Os
esfregacos sanglineos foram fixados e
corados pelo método de Pandtico e, depois
de secas, as laminas foram examinadas em
microscopio Optico (aumento de 1000X),
contando-se 40 campos microscopicos em
cada esfregagco. Quando um dos caes
apresentou parasitemia patente de B. canis
de 0,25% no sangue venoso e hematdcrito
de 30 (1,875 x 10" hemacias
parasitadas/ml), foram colhidos 20 ml de
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sangue da veia jugular, com seringa e
agulha estéril, transferidos para tubos
estéreis com anticoagulante (EDTA),
homogeneizado e  armazenados na
geladeira a 4°C.

Qutra amostra de B. canis, foi obtida de um
cao esplenectomizado, oriundo do Municipio
de Lavras, Minas Gerais. O sangue foi
mantido a 4°C, como descrito anteriormente.

Dos quatro filhotes esplenectomizados,
criados em ambiente livre de carrapatos,
trés foram inoculados, por via endovenosa,
com 1,875 X 10’ hemacias parasitadas da
amostra de BH e um cao foi inoculado com
a amostra oriunda de Lavras, na mesma
quantidade. Os gquatro animais e um cao do
grupo controle negativo foram
acompanhados diariamente, através de
esfregago sanglineo capilar, sendo colhido,
também, 1,0 ml sangue com anticoagulante,
através de puncdo das veias radial ou
jugular. O sangue com anticoagulante foi
utiizado para confecgao de esfregago
sanguineo venoso, determinagdao do indice
hematimétrico, através da técnica de
microhematdcrito e para analise por
citometria de fluxo. As amostras sanglineas
foram mantidas em geladeira, a 4°C, por no
maximo 48 horas, até o momento do
processamento no laboratorio.

4.4. Padronizacao da técnica de
citometria de fluxo para deteccdao de
hemacias parasitadas com B. canis

4.4 1. Fixacao de hemacias

Para determinar o metodo de fixagao de
hemacias a ser utilizado no estudo por
citometria de fluxo foram testados os
fixadores: Acetona (2,5, 5 e 10%),
Formaldeido (0,5 e 1,0%), Glutaraldeido
(0,25%), Metanol (70%) e Paraformaldeido
(1%). Os fixadores foram diluidos em PBS
(0,015 M) e testados com:

- Suspensdo de sangue total: sangue
colhido do cao com anticoagulante e
mantido em geladeira. Foi adicionado
75ul de sangue em 5 ml de fixador.




- Suspensado de papa de hemacias: o
sangue com anticoagulante  foi
centrifugado a 352 g durante 5 minutos.
O plasma foi removido e 25 pl da papa
de hemacias foram adicionados em 5 ml
de fixador.

- Suspensao de papa de hemadcias
lavadas: o sangue foi centrifugado a 352
g, por 5 minutos e o plasma removido.
A papa de hemacias foi ressuspendida
em PBS ou solugao salina, pH 7,3, e
lavada duas vezes por centrifugacao
(352 g, 10 min., temperatura ambiente).
Foram utilizados 25 pl de papa de
hemacias em 5 ml de PBS.

As solugdes foram incubadas em geladeira

a 4°C, por 15 minutos ou 12 horas, sendo os
resultados avaliados em seguida (Tabela 1).

Tabela 1. Fixagao de hemacias.

Fixador/Concentracéao Tempo de Fixacao

Acetona 2,5, 5e 10% 15 min
Formaldeido 0,5 e 1,0% 15 min
Glutaraldeido 0,25% 15 min
Glutaraldeido 0,25% 12 h
Glutaraldeido 0,25% Hemeé‘;iasi[r:;é”:das
Metanol 70% 15 min
Paraformaldeido 1% 15 min

4.4.2. Sistemas marcadores utilizados para
0s ensaios de citometria de fluxo

lodeto de Propideo (Pl)

Uma solugao estoque de lodeto de
Propideo (Sigma) foi preparada com PBS a
20 mg/ml e mantida na geladeira a 4°C, ao
abrigo da luz. A solugdo de trabalho foi
preparada no dia do uso, diluindo-se a
solugao estoque em PBS, de forma a se
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obter seis concentragdes: 5, 10, 25, 50, 100
e 200 pg/ml.

Hidroetidina (HE)

Uma solucao estoque de Hidroethidina
(Polysciences, Warrington, Pennsilvania) foi
preparada com Dimetilsulféxido (DMSO)
(Merck) a 10 mg/ml, sendo conservada em
geladeira. A solugao de trabalho foi
preparada no dia do uso, diluindo-se 10 pl
da solucéo de estoque em 2,0 ml de PBS.
Esta solucao foi centrifugada a 30678 g
durante 5 minutos, sendo utilizado o
sobrenadante. Trés concentragbes de HE
foram testadas: 12,5 pg/ml, 25,0ug/ml e 50

ng/mil.

4, 4.3. Estudo de hemacias parasitadas
marcadas com P

Os ensaios de marcagcao de hemacias
parasitadas com Pl foram realizados em
placas de poliestileno de 96 pogos com
fundo em U (Nunc, Denmark), utilizando-se
diferentes concentracdes de Pl e tempo de
incubacéo(Tabela 2). Foram realizados
experimentos utilizando-se 25 ul de
suspensdao de sangue total fixado em
glutaraldeido e suspensao de papa de
hemacias lavadas e fixadas em
glutaraldeido. As células foram incubadas
com PI, em estufa bacterioldgica a 37°C, por
30 minutos ou uma hora, ou em geladeira a
4°C, por 12 horas, todas ao abrigo da luz.
Apds incubagdo, as amostras foram
centrifugadas (626 g por 7 minutos a
temperatura ambiente) e o sobrenadante
descartado. Os sedimentos foram
ressuspendidos em 200 pl de PBS,
transferidos para tubos de 1 ml e a leitura
realizada imediatamente no citbmetro de
fluxo (Facscalibur-Becton Dickinson, San
Jose, CA, EUA). Os dados coletados foram
armazenados em zip disks para posterior
analise.
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Tabela 2. Marcagao com lodeto de Propideo (Pl) de hemacias parasitadas com B. canis e

fixadas em Glutaraldeido 0,25%.

Suspensao de  Suspensao de papa de

Concentracgo Tempo (_je Tem%eratura sangue total hm lavadas, fixadas em
Pl pg/ml incubacao ("C) fixado em GA GA
5 30 min 37 X
10 30 min 37 X
25 30 min 37 X
50 30 min 37 X
5 overnight 4 X
10 overnight 4 X
25 overnight 4 X
50 overnight 4 X
25 1h 37 X X
50 1h 37 X X
100 1h 37 X X
200 1h 37 X X

444, Estudo de hemacias parasitadas
marcadas com HE

Os ensaios de marcagcdo de hemacias
parasitadas com HE foram realizados
segundo protocolo descrito por Fukatta et al.
(1999) e adaptado para placas de 96 pocos
com fundo em U. Foram testadas
suspensdes de hemacias com sangue total
e com papa de hemacias lavadas com PBS.
Uma suspensao de hemacias de 50 pl foi
adicionada em 150pl de solugao de HE nas
concentragdes de 12,5; 25,0 e 50,0ug/ml e
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C,
por 20 minutos, ao abrigo da luz.
Posteriormente foram centrifugadas (626 g,
por 7 minutos a temperatura ambiente) e o
sobrenadante descartado. Os sedimentos
foram ressuspendidos em 300 pl de PBS,
transferidos para tubos de 1 ml e a leitura
realizada imediatamente no citdbmetro de
fluxo. Os dados coletados foram
armazenados em zip disks para posterior
analise.

Amostras sanglineas parasitadas com B.
canis, mantidas resfriadas a 4° C por trés,
24 ou 48 horas depois de colhidas, foram
submetidas a marcacao com HE e
analisadas por citometria de fluxo. Os
resultados  foram  comparados com
marcagao de hemacias parasitadas recém
colhidas, consideradas como controle.

Neste estudo, melhores resultados foram
obtidos nos ensaios em que se utilizou
hemadcias parasitadas marcadas com HE,
conforme o seguinte protocolo: 50 pl de
suspensao de hemaé&cias, preparada com
sangue previamente lavado com PBS e
incubadas com 150 ul HE a 25 pug/ml. Este
procedimento foi adotado em todos as
etapas seguintes de marcacao de hemacias
e analise por citometria de fluxo

4.4.5. Obtencao dos dados de citometria de
fluxo

Os dados de citometria de fluxo foram
obtidos utilizando-se o programa CellQuest
(Becton Dickinson). Foram analisadas 30 mil
células para cada amostra. A citometria de
fluxo € uma metodologia que utiliza um
sistema oOtico eletronico, que avalia a
emissao de fluorescéncia e a dispersao de
raios laser incidentes sobre uma célula,
permitindo a analise de trés parametros
celulares: tamanho (FSC-Foward Scatter),
granulosidade ou complexidade interna
(SSC-Side Scafter) e a emissao de
fluorescéncia. Neste  estudo  foram
empregadas hemacias marcadas com Pl ou
HE que, quando excitadas, emitiam sinais
luminosos distintos, correspondentes a
fluorescéncia do tipo 2 (FL2). A analise das
hemacias foi inicialmente feita pela selecao




da populagéo celular de interesse (Figura
1A). Hemacias apresentam uma distribuigédo
caracteristica e homogénea em graficos de
tamanho versus granulosidade, o que
permite o posicionamento de um marcador
(janela) sobre a regido correspondente a
populagéo de interesse (R1). Utilizando-se
graficos de distribuigdo puntual de
fluorescéncia em fungdo do numero de
hemacias, pode-se analisar a intensidade
de fluorescéncia relativa apresentada pela
populagéo selecionada.

Os resultados das analises de fluorescéncia
apresentados  pelas hemacias  apos
incubagao com Pl ou HE, de cdes nao
infectados e de caes infectados com B.
canis, foram expressos em percentual de
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hemacias fluorescentes positivas (PHFP) no
quadrante superior direito de cada grafico,
observados para cada teste individual.

O PHFP foi determinado para cada amostra,
através do estabelecimento de um limiar de
negatividade que permitia a separagao dos
agrupamentos de hemacias positivas e
negativas em funcdo da intensidade de
fluorescéncia, onde foi posicionado um
marcador (Figura 1C). Para cada conjunto
de ensaios foi realizado um controle sem
adicdo de HE, denominado controle do
PBS. Para fins de controle de qualidade,
apés o posicionamento do marcador,
seguia-se o critério de se obter um valor de
PHFP < 0,9% (Figura 1B).
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Figura 1. Representacdo esquematica da seqliéncia das andlises dos dados obtidos por
citometria de fluxo. Selegdo da populagdo de hemacias (A), utilizando-se os paradmetros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Graficos de fluorescéncia, representando o percentual
de hemacias fluorescentes positivas (PHFP), apds incubagdo com um controle negativo(B) e

com um controle positivo(C).




4.4.6 Limiar de reatividade

Foram utilizados os sete caes mantidos
como controle negativo e criados em
ambiente livre de carrapatos desde o
nascimento, os quais apresentaram exames
negativos de esfregaco sanglineo e RIFI.
Amostras sanguineas dos animais foram
analisadas por citometria de fluxo para
obtencao dos dados de PHFP. Com base
nos resultados obtidos, foram calculados a
media e o desvio padrao.

4.5. Estudo longitudinal de caes
inoculados experimentalmente com B.
canis por citometria de fluxo

Dois caes inoculados com hemacias
parasitadas com B. canis  foram
acompanhados por citometria de fluxo. Um
cao foi inoculado com a amostra de B.
canis, isolada em Belo Horizonte, e
diariamente foi feita puncao capilar e
coletado 1,0ml de sangue com
anticoagulante durante 38 dias apos
inoculagao. Posteriormente, a puncao
capilar e a coleta sanglinea foi realizada
com intervalos de dois dias até o 98° dia e
com intervalos variados até o 195° dia (28
semanas), quando o experimento foi
encerrado. O outro cdo foi inoculado com a
amostra isolada de Lavras e a coleta foi
realizada diariamente, durante 21 dias. Um
cao nao infectado foi mantido como controle
negativo. As amostras sanglineas foram
analisadas  através de  esfregacos
sanguineos capilar e venoso, hematoécrito e
por citometria de fluxo, sendo o plasma
congelado para realizacao de reacgoes
sorologicas.

4.6. Emprego da citometria de fluxo no
diagnostico de B. canis nas clinicas
veterinarias

As 162 amostras sanglineas de caes,
obtidas nas trés clinicas veterinarias de Belo
Horizonte, foram analisadas através de
esfregago sanglineo venoso e hematdcrito.
Depois foram centrifugadas e o plasma
congelado para pesquisa de anticorpos anti-
B. canis.
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As hemacias foram analisadas por
citometria de fluxo e os resultados
armazenados em zip disks para posterior
analise e obtencao dos dados de PHFP.

4.7. Pesquisa de anticorpos anti-B. canis

Foram utilizadas amostras de soros dos
caes de rua, dos caes criados em ambiente
livre de carrapatos, dos animais inoculados
experimentalmente e dos 162 caes
atendidos em clinicas veterinarias. O soro
foi aliquotado e estocado a —20°C até sua
utilizagao. No momento do uso, as amostras
foram descongeladas e diluidas ao dobro de
1:40 até 1:2.560 em PBS. A pesquisa de
anticorpos para B. canis foi feita através da
reacao de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), de acordo com o IICA (1987). O
antigeno para detecgao de anticorpos anti-
B. canis foi preparado segundo a técnica
descrita por Ribeiro et al. (1990). Utilizou-se
globulina de coelho anti-cao conjugada com
isotiocianato de fluoresceina (Fundagéao Bio-
manguinhos), conservada a 4°C, titulo
1:160.

4.8. Analise estatistica

Os dados referentes ao estudo foram
tabulados e as diferengas estatisticamente
significativas foram identificadas pelo teste
de Qui—quadrado e pelo teste de Fischer,
utilizando-se o nivel de significancia de
95%.

5 RESULTADOS

5.1. Comportamento das amostras de B.
canis

Para o isolamento da amostra de B. canis
de Belo Horizonte, dos 10 caes adultos
esplenectomizados, cinco (50,0%)
apresentaram parasitemia detectavel nos
esfregagos sangtineos entre dois e nove
dias (X = 5,50% = 3,50) apos a cirurgia. A
amplitude da parasitemia foi
significativamente maior (p < 0,05) no
sangue capilar, variando de 0,01 a 0,47%
(X = 0,14% =+ 0,19), do que no sangue
venoso, que variou de 0,01 a 0,34%




(X =0,09% £ 0,11). A amplitude do pico de
parasitemia variou de 0,07 a 0,47% (X =
0,26% =+ 0,20) no sangue capilar e de 0,02 a
0,34% (X = 0,14% =+ 0,13) no sangue
venoso, sendo detectadas parasitemias
muito baixas (0,01%) ap6s o aparecimento

33

do pico. Dentro dos parametros observados,
0os caes permaneceram clinicamente
normais. A figura 2 mostra hemacias de
sangue capilar, parasitadas com B. canis,
de um cao inoculado experimentalmente.

Figura 2. Hemacias de cao parasitadas com Babesia canis. (Aumento de 1000 x). Giemsa.

Na Tabela 3 encontram-se os dados
referentes a infecgcdo experimental dos
quatro animais  esplenectomizados e
inoculados com as amostras de B. canis
isoladas nos municipios de Belo Horizonte e
Lavras.

Em todos os animais inoculados, em ambas
as amostras, as primeiras hemacias foram
detectadas nos esfregacos sanglineos,
entre dois a trés dias (X = 2,5 + 0,50) pds-
inoculagao, sendo observado um pico de
parasitemia no terceiro. Este pico foi
reduzido drasticamente a partir do quarto
dia, quando a parasitemia passou a ser
detectada em niveis muito baixos (em torno
de 0,01%), durante o periodo de
acompanhamento dos animais. A presenga
de Babesia passou a ser um achado

inconstante nos esfregagos sanglineos,
com eventuais periodos de auséncia e
pequenas  elevagbes  periddicas da
parasitemia, que nao obedeceram a um
padrao de comportamento. A redugao do HT
foi detectada no inicio da parasitemia,
sendo observado, em todos os animais um
decréscimo significativo no quinto dia pos-
inoculagdo. A maioria dos animais nao
apresentou sinais clinicos de babesiose,
exceto um cao inoculado com amostra de B.
canis de Belo Horizonte, que apresentou
fraqueza, hemoglobindria, palidez de
mucosas e aumento exponencial da
parasitemia a partir do 21° dia pos-
inoculagdo. No 24° dia, o animal foi tratado
com 3mg/kg de Imidocarb (Coopers),
recebeu sangue transfundido e foi retirado
do experimento.
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Tabela 3. Infecgdo experimental de caes com Babesia canis isoladas em Belo Horizonte e

Lavras, 2000.

Caracteristicas

Amostra Belo Horizonte (n=3)

Amostra Lavras (n=1)

Duragao da parasitemia
patente (dias)

16222 (X =18,33+2,62) 16

Amplitude da  Sangue
parasitemia  capilar
Sangue
Venoso

0,01a15,07% (X =9,12 + 6,34)

0,01 24,70% (X =1,04 +1,70)

0,01 2 1,40%(Xx =0,22 +0,38)

0,01 21,28%(x =0,15+0,33)

Valores minimos de
Hematocrito

13a16% (X =145+15) 19%

No de animais com 1

sinais clinicos

5.2. Padronizagaoc da técnica de
citometria de fluxo para detec¢ao de
hemacias parasitadas com B. canis

5.2.1. Fixacdo de hemacias

Foi verificado que o glutaraldeido possui
melhor capacidade de fixagdo por nao
causar hemolise. Quando foram utilizados
os outros fixadores, constatou-se a
ocorréncia de lise ou aglutinagdo das
hemacias. O exame das hemacias fixadas
com glutaraldeido apresentou melhor leitura
no citdmetro quando elas foram previamente
lavadas com PBS. O tempo de fixagao das
hemacias com glutaraldeido por 15 minutos
ou 12 horas nao apresentou diferenga na
leitura, sendo adotado o periodo de 15
minutos nas etapas posteriores.

5.2.2. Sistemas marcadores utilizados para
os ensaios de citometria de fluxo

lodeto de propideo (Pl)

Os ensaios conduzidos por citometria de
fluxo revelaram que foi possivel a deteccéao
de hemacias parasitadas com B. canis
marcadas com Pl. Melhores resultados de
PHFP foram obtidos nos experimentos
conduzidos com hemacias fixadas em
glutaraldeido 0,25%, por 15 minutos e
incubadas a 37°C por uma hora, com
concentragbes crescentes de Pl de 25 a
200ug/ml, com suspensao de sangue total
(Figuras 2, 3) e com suspenséo de papa de
hemacias lavadas (Figuras 4 e 5). Foi
observado que a PHFP foi diretamente
proporcional a concentragdao de Pl e que
melhores  resultados  foram  obtidos
utilizando-se suspensao de sangue total
(Figura 3), quando comparado com a
incubagdo com suspensdo de papa de
hemacias lavadas (Figura 5). Em um dos
caes inoculados experimentalmente, a maior
PHFP observada foi de 5,41% (Figura 3-F) e
a parasitemia detectada nesta ocasido,
através de esfregaco sanguineo, foi de
18,60% no sangue capilar e de 1,07% no
sangue venoso.
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Figura 3. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apos incubagao
com suspensao de sangue total de um cao controle negativo com concentragoes crescentes de
lodeto de Propideo (0, 25, 50, 100 e 200ug/ml) a 37°C por 1 hora. (A) Selegéo da populagéo de
hemacias; (B-F) PHFP.
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Figura 4. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apés incubagao
com suspensdo de sangue total de um céo controle positivo com concentragdes crescentes de
lodeto de Propideo (0, 25, 50, 100 e 200ug/ml) a 37°C por 1 hora. (A) Selegdo da populagdo de

hemacias; (B-F) PHFP.
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Figura 5. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apds incubagéo
com suspensao de papa de hemacias lavadas de um cdo controle negativo com concentragbes
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da populagéo de hemacias; (B-F) PHFP.
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Figura 6. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apos incubagao
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Hidroetidina (HE)

De forma interessante, o0s ensaios
preliminares demonstraram que também foi
possivel a deteccdo de hemacias
parasitadas com B. canis marcadas com HE
através da citometria de fluxo. Embora
tenha sido observada marcagao de
hemacias apods incubagao de hemacias de
um cao controle negativo, os valores de
PHFP nunca ultrapassavam a 2% (Figuras 6
e 8). Ja a PHFP apds incubagao de
hemacias de um cao controle positivo foi
significamente maior (P<0,05) quando
comparada aos resultados obtidos com PI.
Foi verificado que apesar dos ensaios
conduzidos com suspensao de sangue total
apresentarem maiores valores de PHFP
(Figura 7), os resultados obtidos nos
ensaios onde se utilizou suspensao de papa
de hemacias lavadas, incubadas com 150 pl
de solugao de HE 25u/ml, revelaram menos
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debris durante a leitura no citdmetro (Figura
9). Embora a literatura recomende o uso de
HE a 50u/ml, nao foi observada diferenca
estatistica (P < 0,05) no resultados obtidos
apos incubagdo de hemacias com HE
25u/ml, sendo escolhido este reagente
nesta concentracdo para padronizagao da
técnica.

O maior valor de PHFP obtido foi de 18,49%
(Figura 7-D), préximo da parasitemia capilar
(18,60%), detectada por esfregaco
sanglineo. No sangue venoso a
parasitemia era de 1,07%.

As amostras de sangue do controle positivo,
mantidas resfriadas a 4°C por trés, 24 e 48
horas, nao mostraram diferenca
estatisticamente significante na marcagao
com HE, quando comparada com marcagao
de hemacias recem colhidas.
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Figura 7. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apés incubagéo
com suspensao de sangue total de um cao controle negativo com concentragées crescentes de
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hemacias; (B-E) PHFP.
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Figura 8. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apos incubagéo
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Figura 9. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apds incubacgao
com suspensao de papa de hemacias lavadas de um cao controle negativo com concentragbes
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Figura 10. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apds incubagéo
com suspenséao de papa de hemacias lavadas de um cdo controle positivo com concentragoes
crescentes de Hidroetidina (0, 12,5, 25,0 e 50ug/ml) a 37°C por 20 minutos. (A) Selegédo da
populagdo de hemacias; (B-E) PHFP.
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Figura 10. Analise do percentual de hemacias fluorescentes positivas (PHFP) apds incubagéo
com suspensao de papa de hemacias lavadas de um céao controle positivo com concentragoes
crescentes de Hidroetidina (0, 12,5, 25,0 e 50ug/ml) a 37°C por 20 minutos. (A) Selegdo da
populagao de hemacias; (B-E) PHFP.




5.2.3. Limiar de reatividade

Os resultados de PHFP de caes néao
infectados e infectados com B. canis estdo
mostrados na Figura 11.
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Utilizando-se a definicdo de ponto de corte
como sendo a média dos valores do grupo
nao infectado acrescida de dois desvios
padrdes, foi obtido o PHFP de 1,53% como
um limiar de reatividade entre amostras
positivas e negativas.
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Figura 11: Analise de PHFP de caes infectados e nao infectados com Babesia canis

5.2.4. Estudo longitudinal por citometria de
fluxo de caes inoculados com B. canis

Com relagdo aos resultados de analise de
parasitemia capilar, venosa e PHFP dos
caes infectados experimentalmente com as
amostras de B. canis isoladas em Belo
Horizonte (Cao 1) e em Lavras (Cao 2), foi
observado que as primeiras heméacias
parasitadas foram detectadas no segundo
dia apds inoculagéo e o pico de parasitemia
ocorreu no terceiro dia. Este pico foi
significativamente maior nos esfregagos de
sangue capilar do c&o 1(15,07%), do que no
sangue venoso (1,32%). No céo 2, esses
dados foram de 140 e 1,28%
respectivamente.

A partir do quarto dia, a parasitemia caiu
drasticamente, sendo detectada em niveis
muito baixos (em torno de 0,01%). A
presengca de Babesia passou a ser um
achado inconstante nos esfregagos, com

eventuais periodos de auséncia e pequenas
elevagbes periddicas da parasitemia, que
nao obedeceram um  padrdo de
comportamento. A parasitemia foi mais
facilmente detectada nos esfregagos de
sangue capilar do que  venoso, nos dois
animais.

Os resultados da PHFP obtidos por
citometria de fluxo, mostraram que esta
tecnica foi mais eficaz na detecgdo de B.
canis, principalmente durante a fase cronica
da infecgdo. Um aumento gradativo da
PHFP ocorreu a partir do terceiro dia apos
inoculagdo nos dois animais (Cao 1:1,81% e
Céo 2: 1,79%). No cdo 1, a partir do quarto
dia, a detecgcdo de B. canis passou a ser
constante, ndao sendo detectado valores
inferiores ao ponto de corte estabelecido,
durante todo o periodo de acompanhamento
do animal. No c¢do 2, resultados
semelhantes foram obtidos a partir do oitavo
dia.




Nas Figuras 12 e 13 estao mostrados os
resultados referentes as médias semanais
da parasitemia capilar, venosa, hematdcrito
e PHFP do cao 1 e os resultados do
acompanhamento diario do cao 2. No cao 1,
a media semanal da amplitude da
parasitemia variou de 0,01 a 2,34% no
sangue capilar e 0,01 a 0,24% no venoso e
a partir da 17 semana, nao foi detectada
parasitemia nos esfregacos. No cao 2, a
amplitude da parasitemia variou de 0,01 a
1,4% nos esfregacos capilares e de 0,01 a
1,24% O hematdcrito dos animais que no
inicio do experimento apresentava valores
normais, apresentou redugdes significativas
no inicio do parasitemia e oscilou durante
todo o periodo de acompanhamento dos
animais. A média semanal do hematécrito
variou de 17,71 a 34,51%. No cao 2, o valor
medio do HT foi de 24,80% =+ 6,05 e o valor
minimo observado foi 19, no nono dia apds
inoculagao.

Elevagbes periddicas da PHFP foram
observadas e também nao obedeceram a
um padrao de comportamento. No cao 1, o
primeiro pico de PHFP ocorreu na quarta
semana (21,64%), que nao coincidiu com o
pico de parasitemia capilar detectado por
esfregago sanglineo, na primeira semana
(2,34%). Foram observados quatro picos de
PHFP, durante o acompanhamento do
animal. Dois deles coincidiram com
elevacbes da parasitemia capilar e dois nao
mostraram nenhuma relacdo. Os niveis
meédios de PHFP variaram de 2,62%
(primeira semana) a 21,64% (quarta
semana) e foram significativamente maiores
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do que as meédias de parasitemia
encontradas nos esfregagos sanglineos
capilares e venosos. A média global de
PHFP foi de 10,71 + 6,22 (Figura 12).

No cao 2, o primeiro pico de PHFP ocorreu
no 11° dia (6,81%) e também nao coincidiu
com o pico de parasitemia detectado nos
esfregacos sanglineos no terceiro dia. Um
segundo pico foi detectado no 18° dia
(11,27%), quando entao a PHFP comegou a
declinar novamente, chegando a 3,0% no
21° dia apés inoculagdo. A média de PHFP
foi de 423% + 3,30, também
significativamente maior do que as
parasitemias médias encontradas nos
esfregacos sanglineos (Figura 13).

Os caes permaneceram aparentemente
normais. O cao 1 que foi acompanhado por
um periodo maior (28 semanas), apresentou
palidez de mucosas, que coincidiu com
quedas bruscas do hematdcrito e discreto
emagrecimento no terco final do
experimento.

Com relacdo ao cao mantido como controle
negativo, os resultados mostraram valores
estaveis de hematderito (x = 42,39% =
5,51) e auséncia de parasitemia nos
esfregacos, tanto empregando sangue
capilar quanto venoso. A PHFP apresentou
pequenas variacdes no periodo, mas a
meédia semanal variou' de 0,22 a 1,52%,
abaixo do limiar de reatividade estabelecido
(Figura 14).
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diario da parasitemia capilar (SC) e venosa (SV); hematécrito (HT) e porcentagem de hemacias
fluorescentes positivas (PHFP).
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Figura 14 — Parametros laboratoriais de um cao controle negativo: esfregago de sangue capilar
(SC) e venoso (SV), hematocrito (HT) e porcentagem de hemacias fluorescentes positivas

(PHFP).




5.2.5. Emprego da citometria de fluxo no
diagnostico de B. canis nas clinicas
veterinarias

Os resultados da analise dos parametros
laboratoriais das 162 amostras de sangue
colhidas de cées nas clinicas veterinarias
estdo mostrados na Figura 15.

Os animais positivos a citometria de fluxo
apresentaram hematocrito médio de 27,6%
+ 11,4, que foi significativamente menor
(P<0,05) que o hematdcrito dos animais
negativos (38,7% + 11,0). Observou-se que
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valores mais baixos de HT predominam em
animais com PHFP positivo (Figura 186).

A avaliagao da relagdo dos animais
positivos a RIFI e os valores de hematocrito,
demonstrou que RIFI positivo predomina em
animais com valores mais altos de
hemataécrito (Figura 17).

Com relagdo a avaliagdo dos animais
positivos a citometria de fluxo e os titulos de
RIFI foi observado que PHFP positivo
predomina em animais com titulos mais
baixos de RIFI (Figura 18).
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Figura 15 — Parametros laboratoriais de cées atendidos em clinicas veterinarias de BH:
Esfregago sangliineo (ES), RIFI 1:40, Hematécrito < 30 e Porcentagem de hemacias

fluorescentes positivas (PHFP).
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Figura 16 — Analise da proporgdo de PHFP positivo/negativo em cées atendidos em clinicas
veterinarias apresentando diferentes valores de hemataocrito.
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Figura 17 - Analise da proporgao de RIFI 1:40/negativo em cdes atendidos em clinicas
veterinarias apresentando diferentes valores de hematocrito.
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Figura 18 - Analise da proporgdo de PHFP positivo/negativo em caes atendidos em clinicas
veterinarias apresentando diferentes titulos de RIFI.




Das 162 amostras sanguineas colhidas nas
clinicas veterinarias, obteve-se informacoes
a respeito da idade de 150 caes, das quais
foi realizado um estudo da freqiiéncia da
positividade para B. canis a citometria de
fluxo (CF), RIFl e das associagbes de
positivos a CF, RIFl e HT de acordo com a
faixa etaria. Os resultados estao mostrados
na Tabela 4. Em todas as faixas etarias
foram detectados animais com valores de
PHFP = 1,53 e com sorologia positiva para
B. canis. Entretanto, nao foi constatado
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haver diferenca significativa (P < 0,5) na
frequéncia de positividade para B. canis
entre elas.

Das 162 amostras sanglineas colhidas nas
clinicas veterinarias, obteve-se informacgoes
a respeito de sinais clinicos de 123 caes,
das quais foi realizado um estudo da
freqliéncia de positividade para B. canis por
CF. Os resultados estao mostrados na
Tabela 5.

Tabela 4. Freqluéncia da positividade para B. canis por Citometria (CF), RIFI e Hematdcrito
(HT), segundo faixa etaria, em 150 caes atendidos em clinicas veterindrias, em Belo Horizonte,

de margo a setembro de 2000.

Faixa etaria N°de Positivos a Positivos a RIFI Positivos a CF e Positivos a CF e
(ano) animais CF RIFI HT
Pos % Pos %o Pos Yo Pos Yo
<1 38 7 18,4 25 65,8 4 10,5 6 15,8
1-3 31 6 19,4 21 67,7 5 15,1 1 32
4-7 42 11 26,2 28 66,7 9 21,4 4 9,5
8-9 12 6 50,0 8 66,7 2 16,7 4 33,3
>10 27 7 25,9 12 44 .4 2 7.4 5 18,5
Total 150 37 24,7 94 62,7 22 14,7 20 13,3

RIFI 1:40; PHFP > 1,53

Tabela 5. Freqiéncia da positividade para B. canis por Citometria (CF), de acordo com os
sinais clinicos observados em 123 caes atendidos em clinicas veterinarias, em Belo Horizonte,

de margo a setembro de 2000.

Sinais clinicos

Fregléncia de sinais

N2 de animais positivos a CF

observados Pos %
Febre 19 4 21,0
Anorexia 61 13 21,3
Letargia 41 11 26,8
Mucosas palidas 41 17 41,5
QOutros 115 29 25,2

Das 162 amostras sangiineas colhidas nas
clinicas veterinarias, obteve-se informactes
a respeito de suspeita clinica de 143 caes,
das quais foi realizado um estudo da
frequéncia de positividade por CF. Os
resultados mostraram maiores freqliéncia de
positividade nos animais com suspeita de
neoplasias (53,9%), hemoparasitoses
(34,8%) e alteragbes no sistema digestivo
(Tabela 6).

Das 162 amostras sanguineas colhidas nas
clinicas veterinarias, obteve-se informacoes
a respeito do sexo de 156 caes, das quais
foi realizado um estudo da frequéncia de
positividade para B. canis por CF. Verificou-
se que nao houve diferenca significativa de
positividade entre machos e fémeas (Tabela
7).
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Tabela 6. Frequéncia da positividade para B. canis por citometria (CF), segundo a suspeita
clinica, em 143 caes atendidos em clinicas veterinarias, em Belo Horizonte, de margo a
setembro de 2000.

N° de animais positivos a CF

Suspeita clinica Numero de casos®

Pos %
Saudavel 5 1 20,0
Alteracdes no sistema digestivo 29 4 13,3
Alteracoes no sistema genital 13 4 30,8
Alteracdes no sistema respiratorio 10 1 10,0
Alteracdes no sistema urinario 20 3 15,0
Cinomose 11 1 9.1
Hemoparasitose 23 8 34,8
Leishmaniose 4 1 25,0
Leptospirose 2 1 50,0
Neoplasia 13 7 53,9
Outras alteragoes 16 5 31,3
Total 146 36 24,7

*10 animais tiveram mais de uma suspeita clinica

Tabela 7. Frequéncia da positividade para B. canis por citometria (CF) e RIFI, de acordo com o
sexo, em 156 caes atendidos em clinicas veterinarias, em Belo Horizonte, de marco a setembro
de 2000.

Sexo Numero de N° de animais positivos a CF N? de animais positivos a RIFI
BRimas Pos % Pos %
M 68 16 23,5 41 60,3
F 88 20 22,7 54 61,4
Total 156 3 23,1 95 60,9
RIFI 1:40
Das 162 amostras sanguineas colhidas nas entre caes criados em casa ou apartamento
clinicas veterinarias, obteve-se informacgoes (Tabela 8).
a respeito da forma de criagcdo (casa ou
apartamento) de 85 caes, das quais foi Associagcdes de animais positivos a
realizado um estudo da fregiéncia de citometria de fluxo com presenga de
positividade para B. canis por CF. Verificou- carrapato e frequéncia de banho
se que nao ha diferenga significativa carrapaticida nao foram feitas devido a
(P<0,05%) de positividade para B. canis inconstancia de dados obtidos.

Tabela 8. Frequéncia da positividade para B. canis por Citometria (CF) e RIFI, de acordo com
a forma de criacao, em 85 caes atendidos em clinicas veterinarias, em Belo Horizonte, de
margo a setembro de 2000.

Forma de Numero de N° de animais positivos 28 CF N° de animais positivos a RIFI

criacao animais Pos % Pos %
Casa 65 18 27,7 48 73,9
Apto 20 3 15,0 13 65,0
Total 85 21 24,7 61 71,8

RIFI 1:40




6 DISCUSSAO

A alta prevaléncia da infeccao por B. canis
nos grandes centros urbanos, devido a
constante presenca do vetor R. sanguineus,
associada as dificuldades do diagndstico
clinico e laboratorial atualmente existente da
babesiose canina na rotina das clinicas
veterinarias de pequenos animais, focalizam
a busca de novos métodos que possam
aprimorar o diagnostico etioldgico da
infecgéo, atraves de técnicas de maior
especificidade e sensibilidade. Devido as
limitacoes apresentadas pelos diagnostico
clinico (diferentes formas de apresentacao
clinica e diagnostico diferencial) e
diagndstico laboratorial (esfregago
sangliineo: baixa especificidade; RIFI:
soroconversao tardia e nao identificagao de
infecgao ativa), muitos animais sao tratados
com quimioterapicos efou drogas variadas,
sendo que muitos deles chegam a obito por
falta de tratamento adequado. Dessa forma,
tem-se procurado novas alternativas de
detecgao e analise do parasito, destacando-
se a citometria de fluxo, que tem mostrado
resultados promissores pela sua rapidez,
sensibilidade e reprodutibilidade.

No estudo da ocorréncia de B. canis nos
caes atendidos em clinicas veterinarias de
Belo Horizonte, os resultados confirmaram a
baixa sensibilidade do método de esfregago
sanguineo (2,5%), quando se utilizou o
diagnostico parasitoldgico, a alta
sensibilidade da RIFI em detectar anticorpos
anti-B. canis (60,5%) quando se utilizou o
diagnostico sorologico, e chamaram atencao
para a freqiéncia de positividade de caes
com PHFP = 1,53% (22,8%), demonstrando
a sensibilidade da técnica em detectar
hemacias parasitadas quando comparado
com o metodo de esfregaco sanglineo.

Neste estudo, foram comparados dois
métodos de marcacdo de hemacias para
identificacao de B. canis, através da
citometria de fluxo. Os resultados
mostraram que hemacias infectadas
puderam ser separadas de hemacias nao
infectadas baseando-se na marcagdo do
DNA do parasito com HE ou PI, permitindo
sua identificagdo. A comparagdo dos
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resultados entre os dois métodos avaliados
mostrou que HE €& significativamente mais
eficiente para identificacao de hemécias
parasitadas do que o Pl. A baixa PHFP
obtida nos resultados de marcagao de
hemacias parasitadas com Pl pode ser
devido ao fato deste composto nao ser vital
e das hemacias terem sido previamente
fixadas com glutaraldeido. Este fixador
reduz significativamente o efeito da emissao
de fluorescéncia de certos fluorocromos que
se ligam ao DNA (Crissmann et al., 1979).
Além disso, este composto possui ©
incoveniente de marcar RNA de
reticuldcitos, dificultando a discriminagao
das células parasitadas das nao parasitadas
(Mons & Janse, 1992).

Nos ensaios conduzidos com Pl e HE foram
constatados maiores valores de PHFP ao se
utilizar sangue total em comparagao ao
sangue lavado. Isto provavelmente esta
relacionado ao processo de lavagem do
sangue que possibilita a saida de
merozoitos de dentro das hemacias, uma
vez que na fase aguda da infec¢ao ocorre
intensa multiplicagcdo do parasito e os
merozoitos rompem as células,
principalmente em condicoes adversas.

Melhores intensidades de fluorescéncias
obtidas com HE, expressas através dos
valores de PHFP, provavelmente estao
relacionados ao fato deste composto ser um
marcador vital. Sua acao esta relacionada a
incorporacao e metabolizagao de HE pelo
parasito, que é transformada em etidio, um
fluorocromo que se intercala ao DNA e pode
ser excitado por laser, emitindo uma
fluorocromasia que pode ser detectavel pela
citometria de fluxo (Gallop et al., 1984).
Assim, a HE marca apenas organismos
vivos e nao marca RNA de reticuldcitos,
eliminando as falsas reagbes por nao
marcar outras células do hospedeiro, fato
comprovado por Fukata et al. (1996).

Os resultados de alta intensidade de
fluorescéncia de hemacias parasitadas com
B. canis marcadas com HE, obtidos neste
estudo, concordam com os relatados por
Wyatt (1991), Davis et al. (1992) e Fukata et
al. (1996) que também conseguiram
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identificar Babesia por citometria de fluxo,
utilizando este marcador. Entretanto, nos
resultados do presente estudo, nao foi
constatada correlacao entre parasitemia
detectada nos esfregagos sanglineos e
PHFP detectada pela citometria de fluxo,
discordando dos achados de Davis et al.
(1992) e Fukata et al. (1996). Estes autores
trabalharam com B. gibsoni, que apresenta
dinamica de parasitemia diferente das
amostras B. canis, ou cultivo de B. bovis
que permite um controle melhor da
parasitemia, faciltando a leitura em
esfregagos sanguineos.

Outro fator que pode ter influenciado a baixa
correlagdo entre a parasitemia detectada
nos esfregacos sanglineos e por citometria
de fluxo, esta relacionado ao fato das
amostras sangiineas, antes de serem
analisadas, terem sido armazenadas a 4°C
e posteriormente lavadas com PBS. Como
foi dito anteriormente, B. canis, em
condicbes adversas, rompe as hemacias e
permanece viavel por pouco tempo no
plasma. Assim, o cao que apresentou alta
parasitemia na fase aguda, ao ter o sangue
armazenado e lavado, pode ter sofrido
perda de grande quantidade de hemacias
parasitadas com merozoitos, que romperam
as ceélulas e ficaram no plasma. No entanto,
a técnica empregada ainda demonstrou
sensibilidade suficiente para detectar PHFP
acima do ponto de corte estabelecido.

Foi observado que nos caes atendidos em
clinicas veterinarias, PHFP = 1,53%
predomina em animais com HT < 30,
sugerindo que baixos valores de HT possam
estar relacionados com a multiplicagao da B.
canis e lise das hemacias. Dessa forma, os
resultados sugerem a aplicabilidade do
hematdécrito como um parametro de triagem
para os casos suspeitos de babesiose e a
citometria de fluxo para a confirmacdo da
presenca de hemacias infectadas. Estes
achados concordam com Reyers et al.
(1998) que ao fazerem um estudo
retrospectivo de 662 caes com babesiose
na Africa do Sul, relataram que a severidade
da anemia esta relacionada com a doenca
hemolitica, possivelmente imunomediada.

De forma contraria, observou-se neste
estudo que a maioria dos animais positivos
a RIFI apresentam valores mais altos de HT.

A maioria dos animais positivos a citometria
de fluxo apresentou titulo de RIFI 1:40,
sugerindo que a parasitemia nao coincide
com altos titulos de anticorpos. Segundo
Ristic (1988), reacoes soroldgicas refletem a
multiplicacao do parasito no hospedeiro,
mas a detecgcao de anticorpos pode nao
coincidir com a parasitemia.

Dos 98 animais que apresentaram RIFI
negativa para B. canis, 14 (14,9%) eram
positivos a citometria de fluxo. Trés animais
tinham menos de quatro meses de idade,
hematdcrito baixo e sinais clinicos tipicos de
babesiose. Resultados semelhantes foram
encontrados por Farwell (1982),
Breitschwerdt (1983) e Bobade (1989), que
relataram filhotes infectados com B. canis
soronegativos atraves da RIFI.
Provavelmente os caes estavam infectados
com B. canis e ainda nao havia producao de
anticorpos suficientes para serem
detectados por RIFI.

Ainda neste estudo, observou-se que caes
gque apresentaram sinais clinicos de
babesiose como mucosas palidas, letargia e
anorexia estéo relacionadas com babesiose,
provavelmente na fase aguda da infecgao,
conforme descrito por Abdullahi et al.(1990).
Estes resultados discordam daqueles
encontrados por Dell'Porto (1986), em que a
autora concluiu que sinais clinicos de febre
e mucosas palidas nao constituiam
elementos seguros que pudessem auxiliar
no diagndstico da babesiose cronica.

Nas amostras de sangue dos caes
atendidos em clinicas veterinarias, foram
detectadas freqléncias semelhantes de
animais positivos a citometria e RIFlI em
todas as faixas etarias. Nair et al. (1979) e
Martinod et al. (1986) verificaram que a
idade do animal nao influencia a
susceptibilidade dos animais a infecgao por
B. canis. Porém, em areas endémicas,
espera-se que 0s animais jovens e adultos
entrem em contato periddico com o
carrapato vetor R. sanguineus e sejam
inoculados com a forma infectante do




parasito. Considerando-se que o0s caes
adultos provavelmente estao na fase
crénica devido aos contatos prévios, espera-
se que 0S caes jovens apresentem maior
taxa de infeccao. Este fato foi comprovado
no presente estudo, pois a maioria dos
animais que apresentaram redugao intensa
do HT, e positividade a citometria de fluxo
possuiam menos de um ano de idade
(Tabela 9). Mesmo que o animal nao
apresente sinais clinicos, o parasita ao se
multiplicar no hospedeiro, provoca queda do
HT e reduz a resisténcia dos animais. Este
achado confirma as observagdes de Ribeiro
et al. (1990). Segundo os autores animais
com idade inferior a seis meses constituem
a populagcao de caes com risco potencial de
adquirir a infeccao por B. canis em area
endémica de Belo Horizonte, MG. Farwell et
al. (1982) e Bobade et al. (1989) também
relatam que a maioria dos caes com
parasitemia por B. canis sao jovens, fato
observado neste trabalho.

Nao foi observada associagao entre a
freqléncia de caes positivos por citometria e
RIFI com o sexo e a forma de criagao dos
animais. Estes resultados concordam com
Spiewak (1992) e sugerem que mesmo em
animais criados em apartamentos, o
controle do vetor nao & eficaz. Nair et al.
(1979), Martinod et al. (1986), Bobade et al.
(1989) e Ribeiro et al. (1990) também nao
observaram diferenca de ocorréncia da
infeccao atraveés da RIFI quanto ao sexo, ao
contrario de Dell'Porto (1986) que detectou
maior ocorréncia em fémeas do que em
machos.

A babesiose canina, causada pela Babesia
canis, € endémica em Belo Horizonte,
conforme demonstrado por Ribeiro et al.
(1990) e Spiewak (1992). O isolamento da
amostra de BH utilizada neste estudo foi
feito a partir de caes adultos, que ao serem
esplenectomizados, apresentaram
parasitemia detectada nos esfregacos
sanguineos. Estes resultados foram
superiores aos obtidos por Ribeiro et al.
(1990), que ao realizarem trabalho
semelhante, conseguiram isolar o
protozoario em 250 % dos animais
esplenectomizados. Esta variagao nos
resultados provavelmente esta relacionada
ao fato dos animais terem sido
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esplenectomizados em épocas do ano
diferentes. Sabe-se que variagoes climaticas
interferem na populacao de vetores e
consequentemente na taxa de inoculagao
do parasito (Shakespeare, 1995; Lobbetti,
1998). Os caes livres de infecgao e
esplenectomizados, que foram inoculados
com amostras de B. canis isoladas em Belo
Horizonte e Lavras, apresentaram
parasitemias baixas e inconstantes e
permaneceram aparentemente normais.
Estes resultados concordam com outros
trabalhos realizados no Brasil (Assis, 1993;
Ribeiro, 1990), que também constataram
infeccoes inaparentes em caes inoculados
com amostras de B. canis. Esses dados
indicam que a amostra existente em nosso
meio € de baixa patogenicidade, geralmente
causando infecgOes inaparentes nos caes.

A severidade da infeccao da babesiose
canina difere grandemente e depende de
varios fatores como a viruléncia da amostra
de babesia isolada, além do estado geral de
salde e competéncia imunoldgica do
hospedeiro. Segundo Macwilliams (1987),
os principais fatores que influenciam o
quadro clinico de babesiose canina sao a
variacdo em patogenicidade da amostra,
intensidade do parasitismo, estado imune
do hospedeiro, idade do animal, presenca
do bago, infecgdes concorrentes e estresse
ambiental.

Atualmente, trés subespécies de B. canis
sao reconhecidas: Babesia canis canis, que
€ encontrada na Europa, Babesia canis
vogeli, que é encontrada no Nordeste da
Africa e Norte da América e Babesia canis
rossi que é encontrada no Sul da Africa
(Uilenberg et al.; 1989 e Taboada &
Merchant,1991). Apesar da similaridade
morfolégica, relatos sugerem que estes
isolados de B. canis induzem diferentes
tipos de patologias, variando de doenca
fulminante, com um aumento exponencial
da parasitemia periférica, a infecgao
inaparente.

Schetters et al. (1997) infectaram caes
experimentalmente com isolados de B. canis
canis isolada da Europa (Franga) e B. canis
rossi, isolada da Africa do Sul. Os autores
constataram gue o isolado europeu mostrou
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ser de baixa patogenicidade, provocando
parasitemia transiente, normalmente abaixo
de 1%, associada a reducao dos valores de
HT. A proliferacao do parasito ocorreu
principalmente em microcapilares de orgaos
internos, semelhante a B. bovis. Quanto a B.
canis rossi, ela mostrou ser mais
patogénica, observando-se alta parasitemia
periférica, maior que 1%, sendo necessario
tratamento quimioterapico dos animais.

Em estudo realizado na Franca, Pages et al.
(1990) observaram apenas anemia
moderada e trombocitopenia em 133 caes
com babesiose, fato também descrito por
Carlos et al. (1989) em caes da Filipinas,

sendo essa manifestacao clinica
classificada como cronica ou subclinica.
Estas duas amostras sao

consideravelmente menos virulentas que as
da Africa do Sul, onde provocam severa
anemia e as manifestacdes clinicas sao
classificadas como aguda ou superaguda.
No Brasil, nao existem relatos de
caracterizagao molecular dos isolados de B.
canis para verificar a ocorréncia de
subespécies. Os resultados de infeccao
inaparente de caes esplenectomizados
inoculados com B. canis e os valores de
parasitemia e hematdcrito encontrados no
presente estudo, sugerem gue a amostras
sejam de baixa viruléncia. Como o unico
vetor de B. canis descrito no Brasil € o R.
sanguineus, sugere-se gque nossa amostra
seja a B. canis vogeli que apresenta
viruléncia semelhante & da B. canis canis
(Shaw, 2001).

O perfil de parasitemia observado nos
animais esplenectomizados, inoculados
experimentalmente com amostra de B. canis
isoladas em Minas Gerais, foi semelhante
ao descrito por Assis (1993), utilizando
isolado de Sao Paulo. Na primeira semana
apés a inoculacdo ocorreu pico de
parasitemia e, posteriormente, houve
redugao das hemacias parasitadas, que
permaneceram em numero baixo e, as
vezes, com periodos de auséncia. Esse fato
esta relacionado com a fisiopatogenia do
parasito, envolvendo  seqlestro de
hemacias parasitadas e nao parasitadas.
Também ha proliferacdo do parasito no
interior de capilares viscerais, resultando em

adesao aos receptores das células
endoteliais. Na fase inicial, o parasito se
multiplica  intensamente na  corrente
circulatoria, sendo facilmente detectado em
esfregagos  sangliineos. Nesta fase,
ocorrem liberacbes de antigenos sollveis
gue se ligam a hemadacias nao parasitadas,
favorecendo a adesdo dos mesmos. Esta
adesao também é potencializada pelo
desencadeamento da cascata de
coagulagao na fase aguda da doenga, com
liberagao de fibrina que recobre as
hemacias, favorecendo sua ligagao aos
receptores do endotélio. Os antigenos
também provocam ativag@o simultanea de
outros sistemas, como calicreina e sistema
de complemento, resultando na liberagao de
mediadores vasoativos dentro da circulagao
que levam a vasodilatacao e hipotensao. As
hemacias aderidas e a vasodilatacao levam
a diminuicdo do fluxo sangliineo na
microvasculatura e, eventualmente, estase,
diminuindo a oxigenacao dos tecidos
(Schetters & Montenegro-James, 1995;
Schetters et al. 1998, Schetters & Eling,
1999). Nesta fase, torna-se dificil a deteccao
dos parasitos em esfregagos sanguineos.
Conforme foi observado para B. canis canis
e provavelmente também ocorre com a B.
canis vogeli, a amostra de B. canis utilizada
neste estudo localiza-se em tecidos
profundos, principalmente no pulmao, bago,
rins, leptomeninges, lamina propria do
estbmago e intestinos delgado e grosso
(Breitschwerdt et al., 1983). Esta localizacao
visceral dos parasitos explica a visualizacao
mais facil em esfregagos de sangue capilar,
fato observado também por Dell Porto
(1986), Ribeiro et al. (1990), Spiewak (1992)
e Assis (1993).

A queda do HT verificada nos animais
experimentalmente inoculados é resultado
direto da ruptura das hemacias no momento
da liberacao dos merozoitos. Aliada a
ruptura, ha um aumento da atividade do
sistema monocitico-fagocitario do bago e do
figado, retirando hemacias parasitadas e
nao parasitadas da circulagcao
(Mahoney,1977). Como ha ruptura de
hemécias e reducao drastica do HT, seria
de se esperar a ocorréncia concomitante de
hemoglobindria. Entretanto, neste estudo,
este fato sé foi constatado em um cao




esplenectomizado, inoculado com a amostra
de BH. Tem sido hipotetizado, que devido a
hipotensdo, ha extravasamento do liquido
intersticial para a circulacdo, causando
reducao do HT e do nivel de creatinina
(Schetters et al., 1998). Decréscimo do HT
tem sido demonstrado apés inoculagcao de
extrato soluvel de Babesia, mas este
decréscimo = apenas temporario,
confirmando que as hemacias nao sao
destruidas mas simplesmente diluidas no
maior volume de plasma (Schetters &
Montenegro-James, 1995).

Os resultados de PHFP, obtidos dos caes
inoculados experimentalmente, mostraram
eficiéncia na deteccdo de hemacias
parasitadas, inclusive durante a fase cronica
da infeccao, na qual o animal estava
aparentemente saudavel. Isto ressalta a
necessidade de um diagndstico laboratorial
com melhor eficacia para deteccao de
babesiose canina e demonstra a
importancia do portador crénico na
manutengao da infeccao no ambiente. Além
disso, muitos animais sdo levados as
clinicas veterinarias apds o inicio da fase
aguda da infecgdo, quando a detecgédo do
parasito em esfregacos sanglineos € muito
dificil. Este fato ficou comprovado com os
resultados obtidos das amostras de sangue
dos caes atendidos em clinicas veterinarias,
onde foi detectado maior positividade de
PHFP do que em esfregagos sangliineos,
mesmo quando as hemoparasitoses nao
eram suspeitas clinicas.

Os resultados obtidos sugerem que a
deteccao de B. canis por citometria de fluxo
possa auxiliar no diagnodstico de animais
tanto com babesiose aguda como cronica e
com diferentes suspeitas clinicas. Além
disso, a existéncia de uma relagao entre
resultados de PHFP positivo com valores
mais baixos de hematdcrito, sugerem a
recomendacao do uso da citometria de fluxo
no esclarecimento diagnostico em casos de
animais apresentando valores de
hematécrito < 30.
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7 CONCLUSOES

e A técnica de citometria de fluxo pode
ser empregada para deteccao de
hemacias parasitadas com B. canis
tanto na fase aguda como na fase
cronica da infecgao.

e A técnica de citometria de fluxo
aumenta a freqléncia de detecgao de B.
canis no sangue, quando comparada
com esfregagos sanguineos.

e A Hidroetidina é mais eficiente para
marcar hemacias parasitadas com B.
canis do que o lodeto de Propideo.

¢ A maioria dos animais atendidos em
clinicas veterinarias positivos para B.
canis pela citometria de fluxo,
apresentaram valores mais baixos de
hematdcrito e baixos titulos de
anticorpos detectados pela RIFI.
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ANEXO

FICHA INDIVIDUAL

Clinica:

Ficha n°:
RACA: SEXO:

FORMA DE CRIACAO:
( )casa

() apartamento

PRESENCA DE CARRAPATO:
( )atual ( )passado ( )nuncateve

() observado ao exame clinico

FREQUENCIA DE BANHO CARRAPATICIDA:

( )mensal ( )semanal ( )nunca (
SINTOMAS CLINICOS:

) febre

) anorexia ou apetite caprichoso

(
(
() letargia, fraqueza, depressao
(  )mucosas palidas

(

) outros

DIAGNOSTICO CLINICO:
JFMQG - SCOLA DE VETERIMNAR) - BIBLIOTECA
ilc a4 ‘ 1 , Eﬂ? @&

Data:

IDADE:

) produto utilizado




