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RESUMO

O presente trabalho descreve um estudo retrospectivo da casuistica clinica de erliquiose em
caes atendidos no Hospital da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais,
de margco de 1998 a setembro de 2001 e a avaliagdo clinica e laboratorial de caes
experimentalmente infectados com amostra brasileira Ehriichia canis. Das fichas com
confirmacgao laboratorial de Ehrlichia canis e E. platys foram considerados aspectos
demograficos (idade, raga, sexo, época do ano e regiao de origem), parametros clinicos
(temperatura corporal, presenca e/ou historico de carrapatos e sinais clinicos) e parametros
hematolégicos (hemograma completo e célula parasitada). Foram analisadas 194 fichas com
suspeita clinica de hemoparasitoses, das quais 31 animais encontravam-se infectados com E.
canis e 21 com E. platys. O numero de diagndsticos positivos para erliquiose aumentou
consideravelmente a partir de 2000, sendo que 24,4 % dos casos ocorreram em animais entre
13 e 24 meses. Os sintomas mais freqlientes foram febre, anorexia, apatia, dor abdominal,
linfadenopatia e dispnéia. Quanto as alteragbes hematologicas, 70,3% dos animais
apresentaram anemia, 50% apresentaram trombocitopenia e 30% leucopenia. A grande maioria
das infecgbes por E. canis foi visualizada em mondcitos. Os caes experimentalmente
infectados foram monitorados durante a fase aguda da infeccao através de exame clinico,
hemograma completo, pesquisa da riquétsia e sorologia. Os periodos pré-patente variaram de
11 a 13 dias, os sinais clinicos foram febre, palidez de mucosas, linfadenopatia, secrecoes
oculo-nasal serosa e acentuada perda de peso. A detecgdo da riguétsia em esfregagos
sanglineos mostrou ser um metodo de diagnostico limitado, porem estadios de E. canis foram
visualizados no material aspirado da medula 6ssea. Os resultados demonstram que, apesar da
crescente casuistica clinica de erliquiose canina em Belo Horizonte, os métodos de diagndstico
disponiveis sao ainda limitados e que a pungao de medula pode ser utilizada para a detecgéo
precoce de E. canis na fase aguda da infecgao.

Palavras —chave: Ehriichia canis, Ehrlichia platys, epidemiologia, caes, infecgao experimental.
ABSTRACT

The present work describes a retrospective study of cases of ehrlichiosis in dogs examined at
the Veterinary Hospital (Universidade Federal de Minas Gerais) from March, 1998 to
September, 2001, and the clinical and laboratorial evaluation of dogs experimentally infected
with a Brazilian Ehriichia canis isolate. From the clinical records with laboratorial confirmation of
Ehrlichia canis or E. platys infections, the following parameters were considered: demographic
aspects (age, race, sex, period of the year and origin), clinical parameters (body temperature,
exposure to ticks and clinical signs), and hematological parameters (blood cell counts and type
of infected cell). A total of 194 clinical records were analyzed, from which 31 animals were
infected with E. canis and 21 animals with E. platys. The number of cases of canine ehrlichiosis
increased considerably from 2000, and 24,4% of the cases occurred in 13- to 24-month-old
animals. The most frequent symptoms were fever, anorexia, apathy, abdominal pain,
lymphadenopathy and dispnea. Regarding hematological alterations, 70,3% of the animals
presented anemia, 50% presented thrombocytopenia and 30% leukopenia. The great majority
of E. canis infections were detected in monocytes. The experimentally infected dogs were
monitored during the acute phase through clinical examination, blood cell counts, blood and
bone marrow direct examination, and serology. The pre-patent periods ranged from 11 to 13
days, and the clinical signs were fever, pallidal membranes, lympadenopathy, serous nasal
secretions and accentuated weight loss. The results indicate that detection of Ehrlichia canis in
blood smears is a limited diagnostic method; however stages of E. canis were visualized in the
bone marrow aspirate. Although the number of clinical cases of canine ehrlichiosis is increasing
in Belo Horizonte, the diagnostic methods available are still limited, and the bone marrow
aspirate can be useful for early detection of E. canis during the acute phase of infection.

Key words: Ehrlichia canis, Ehriichia platys, epidemiology, dogs, experimental infection.




1. INTRODUGAO

A erliquiose canina € uma enfermidade
infecciosa que acomete essencialmente
caes domesticos (Ewing, 1969; Huxsoll et
al.,1970) e outros membros susceptiveis da
familia Canidae como lobos, raposas e
coiotes (Harvey et al., 1979).

Varias espécies do género Ehrlichia podem
causar infeccbes em caes, incluindo E.
canis, E. platys, E. equi, E. risticii (Woody &
Hoskins, 1991), E. ewingii e E. chaffeensis
(Breitschwerdt et al, 1998). Dessas
espéecies, a mais freqlente é a E. canis que
determina, segundo varios estudos, o
quadro clinico mais severo (Hoskins et al.,
1983; Waner et al, 1995) com alta
morbidade e variada mortalidade em caes
(Donatien & Lestoquard, 1935; Ewing, 1969;
Huxsoll et al.,1970).

A Ehrlichia canis, do grupo das riquétsias —
hoje considerada uma bactéria gram-
negativa, intracelular obrigatéria que infecta
leucocitos (Harrus et al., 1997; Woody &
Hoskins, 1991) e independente
metabolicamente (Weiss et al.,, 1982) - foi
reconhecida e descrita primeiramente por
Donatien & Lestoquard (1935) em caes
infestados por carrapatos na Argélia. A
taxonomia a define como um parasita
pertencente a ordem das Rickettsiale,
familia Rickettsiaceae, tribo Ehrlichieae,
género Ehrlichia, espécie E. canis (Ewing,
1969). Outra espécie, E. platys foi descrita
por Harvey et al. (1978), e considerada uma
pequena riquéetsia, apresentando uma ultra-
estrutura similar a E. canis que infecta
preferencialmente os trombdcitos, sem
apresentar reagao soroldgica cruzada com
outras erliquias (French & Harvey, 1983).

A erliquiose, que nos ultimos anos, tornou-
se uma das mais importantes doengas de
caes nos Estados Unidos (Woody &
Hoskins, 1991), tem sido relatada em
regides tropicais e subtropicais, incluindo
Africa, Sul da Asia, Caribe e em quase todo
o continente americano, associando-se a
presenca do Rhipicephalus sanguineus,
considerado o principal vetor bioldgico,
sendo também transmitida mecanicamente

por transfusdes sangliineas. No Brasil, a
E.canis foi diagnosticada pela primeira vez
em Belo Horizonte, MG por Costa et al.
(1973) que identificaram inclusoes
citoplasmaticas, em linfécitos de um cao
infectado naturalmente. Em 1993, um
estudo demonstrou a incidéncia de 1,98%
entre os caes atendidos no Hospital
Veterinario da UNESP - Jaboticabal (Castro,
1997). Na cidade de Curitiba-PR, um caso
foi relatado por Kavinski et al. (1988), e em
Campo Grande-MS, 227 caes foram
diagnosticados com erliquiose em um
estudo retrospectivo de 1993 a 1997 (Babo
& Munhoz, 1998).

O diagndstico da erliquiose é feito através
da sintomatologia clinica e exames
laboratoriais para pesguisa de inclustes da
riquétsia (morulas) no citoplasma de
leucocitos ou plaguetas em esfregagos
sanguineos. Entretanto, a mdérula, por ser
visualizada apenas na fase aguda da
doenga, é de dificil identificagao, ja que o
percentual de células infectadas raramente
ultrapassa 1% (Cadman et al.,, 1994). Na
infecgao por E. platys, este meétodo de
deteccao € ainda mais limitado, devido a
parasitemia inicialmente ciclica, com
microorganismos raros ou ausentes quando
a contagem de plaquetas esta baixa (French
& Harvey, 1983).

Observa-se hoje, na clinica de peguenos
animais, uma necessidade crescente de
métodos de diagndstico mais sensiveis para
a erliguiose canina, que facilitem o
tratamento especifico dos casos positivos,
0s quais vém aumentando
consideravelmente nos  dltimos  anos
(Carneiro, 2001).

Alem da necessidade de pesquisas que
melhorem as técnicas preventivas, ha
também caréncia de estudos que possam
dar subsidios aos clinicos de pequenos
animais quanto aos diferentes aspectos
epidemiolégicos da doenca (Alves et al.,
1995). O metodo de estudo epidemiologico
segue 0S mMesmos passos que o metodo
clinico, aplicando-se a comunidade, com o
objetivo de produzir conhecimento capaz de
promover a saude individual através de




medidas de alcance coletivo (Almeida Filho
& Rouquayrol, 1992); ao passo que ©
método clinico € um sistema aplicado ao
individuo  doente, cuja finalidade ¢&
estabelecer um diagnostico e instituir um
tratamento (Maletta, 1988).

Apesar da importancia crescente da
erliquiose canina, pouco se conhece sobre
seus aspectos epidemiologicos e clinicos
em Minas Gerais € no Brasil. Assim, o
presente estudo teve como objetivos:

a) Objetivos Gerais:

e Avaliar a ocorréncia de casuistica
clinica e alguns aspectos
epidemiologicos da erliqguiose em caes
atendidos no Hospital da Escola de
Veterinaria - UFMG, no periodo de
marco de 1998 a setembro de 2001,

e Avaliar clinica e laboratorialmente caes
experimentalmente  infectados com
amostra brasileira de E. canis.

b) Objetivos Especificos:

e Compilar as alteracdes clinicas, a partir
das informacbes obtidas em fichas de
caes naturalmente infectados e com
diagnéstico laboratorial confirmado para
E. canis e E. platys;

e Compilar as alteragdes hematoldgicas
de caes naturalmente infectados e com
diagnostico laboratorial confirmado para
E. canis e E. platys;

e Avaliar os parametros clinicos durante a
fase aguda da infecgao experimental
por E. canis;

e Avaliar o eritrograrama, leucograma e
contagem de plaquetas na fase aguda
da infecgéo experimental por E. canis.

2. REVISAO DE LITERATURA

A doencga causada por E. canis, conhecida
como Pancitopenia  Tropical Canina,
Riquetsiose Canina, Febre Hemorragica
Canina ou Erliquiose Monocitica Canina, &

freqientemente referida como erliquiose
canina. Importantes avancos no estudo das
erliquioses ocorreram apds uma grave
epizootia, que resultou na morte de
aproximadamente 300 caes militares, de
1968 a 1970 (Huxsoll et al., 1970). Esse fato
promoveu o desenvolvimento de um método
para cultivo in vitro de E. canis (Nyindo et
al., 1971; Ristic et al.,, 1972) permitindo a
producaoc de antigenos e conseqglente
identificacao sorolégica dos caes infectados.

Leucdcitos apresentando inclusbes de E.
canis (denominadas morulas) sao achados
caracteristicos da erliquiose canina. Keysary
et al. (1996), demonstraram que a morula é
formada por uma membrana dupla,
originaria da célula hospedeira, separando
do citoplasma 0s organismos
individualmente ou em pequenos grupos. As
morulas podem ser de tamanhos variados,
densamente compactadas no interior de
vacuolos ou podem apresentar-se como
substancias filamentosas envolvendo
microorganismos pleomorficos. A
multiplicagao no interior desses vacuolos se
dé por divisdo binaria.

2.1. Ciclo biolégico e transmissao

O ciclo de vida da E. canis nao esta
completamente descrito. Em 1971, Nyindo
et al., apos implantarem o primeiro cultivo in
vitro de E. canis, descreveram um ciclo
especifico de desenvolvimento no interior
dos mondcitos caninos. As primeiras formas
apareceram apos 48 horas de incubacgao,
como corpos elementares adjacentes ao
nucleo. Nos dois a trés dias seguintes,
essas estruturas elementares aumentaram
em numero, levando a formagodes
denominadas inclusdes imaturas ou corpos
iniciais, os quais foram reconhecidos como
estruturas pleomérficas de
aproximadamente 0,5 a 2,5 um de diametro.
Durante os sete a doze dias seguintes de
incubacao, essas formas imaturas
desenvolveram-se  formando  inclusdes
maduras ou morulas. Estas eram maiores
que os corpos iniciais, de formato oval,
ocorrendo em grande numero (foram vistas
70 inclusbes em wuma Uunica célula),
nitidamente individualizadas. Os mondcitos
infectados eram de trés a quatro vezes



maiores que 0s normais e podiam
apresentar dois ou trés nucleos, sendo
muito raramente encontrados em processo
de mitose. Em um periodo de 12 a 18 dias
de incubagao, as morulas se dissociaram
formando vacuolos individuais, os corpos
elementares, que aparentemente eram
liberados do citoplasma da célula
hospedeira.

Segundo Smith et al. (1976), a grande
variedade de riquétsias nao patogénicas
gue infectam carrapatos sugere que E. canis
seja primariamente um parasita do
artropode que afeta o hospedeiro
vertebrado  secundariamente.  Diversos
autores afirmam que o organismo passa por
estadios de desenvolvimento similares nas
células do carrapato e no citoplasma dos
leucécitos do hospedeiro vertebrado.

O mecanismo de transmissdo natural da
erliquiose canina se da através do
Rhipicephalus sanguineus que, ao se
alimentar, inocula saliva contaminada com a
riquétsia em animais susceptiveis (Groves
et al., 1975). O R. sanguineus é um
carrapato trioxeno e todas as trés fases de
desenvolvimento (larva, ninfa e adulta)
podem transmitir a doenga, com os estadios
adultos mantendo a capacidade de
transmissao por até 155 dias (Lewis Jr. et
al., 1977). O Amblyomma americanum e o
Otobius megnini sao vetores potenciais da
doenca (Woody & Hoskins, 1991). As
transfusbes sanglineas e a inoculagao
experimental sao também capazes de
reproduzir a enfermidade (Davoust et al.,
1991a). Lewis Jr. et al. (1977) relataram que
0 sangue de um cao cronicamente
infectado, por mais de cinco anos, utilizado
em uma transfusao, foi causa de doenga
para o cao transfundido.

A transmissao para o cao ocorre quando o
carrapato  infectado  contamina com
secrecOes salivares o local da picada
durante a ingestdo sanglinea. Essas
secrecoes e a lesao tecidual desencadeiam
uma reacao local, atraindo células
mononucleares para o sitio inflamatorio,
facilitando a infeccdo dos mondcitos
(Woldehiwet & Ristic, 1993). A riguétsia
pode permanecer no sangue de caes que

se recuperam da fase aguda por muitos
anos (Groves et al., 1975). Porém, Lewis Jr.
et al. (1977), afirmaram que estes animais
cronicamente infectados nao constituem
reservatorios naturais da doenga, visto que
os carrapatos somente se infectam ao se
alimentarem em caes durante as primeiras
semanas da infeccao aguda, periodo no
qgual ha uma maior porcentagem de células
sanglineas parasitadas. Davoust et al.
(1991a) confirmaram que carrapatos
alimentados em caes parasitados, durante a
fase cronica, nao foram capazes de
transmitir a infeccdo. Portanto, o R
sanguineus, melhor que os caes, atua como
reservatério primario da doenga.

No carrapato infectado, a E. canis se
multiplica nos hemdcitos, mesogastro,
células da glandula salivar, e infecta células
epiteliais do trato digestivo (Smith et al,
1976; Lewis Jr. et al., 1977). Em 1975,
Groves et al. ao relacionarem o R.
sanguineus com E. canis, evidenciaram a
transmissao transestadial, sem a
transmissao transovariana no artrépode.
Smith et al. (1976), com o auxilio da
imunofluorescéncia e da microscopia
eletrénica, comprovaram esta afirmativa,
observando inclusdes intracitoplasmaticas,
formadas pelo parasito em células
intestinais e na glandula salivar de
carrapatos infectados. Entretanto, estas
inclusbes ou suas remanescéncias nao
foram encontradas nos ovarios. Os autores
verificaram ainda que machos e fémeas sao
igualmente capazes de transmitir a doenca.

A sobrevivéncia da riquétsia por longos
periodos pode significar que o organismo
passe o inverno no carrapato, que ao
reinfestar os caes nas estagdes seguintes,
completaria o ciclo. Assim, o R. sanguineus
transmite a doenga com grande sucesso
devido sua ampla distribuicao, sua
habilidade de sobreviver em condigoes
adversas e sua resisténcia aos acaricidas
(Lewis Jr. et al., 1977).

2.2. Aspectos epidemioldgicos
O método epidemioldgico se inicia a partir

de informacgdes obtidas de dados primarios,
com subseglente estudo de multiplos




determinantes (qualquer caracteristica que
afete a saude da populacdo), visando a um
diagnostico global e posterior intervencao.
As informagoes relativas ao hospedeiro sao
de grande valor, pois fornecem elementos
uteis nao somente para o diagnostico, mas
também para a execucao de medidas
terapéuticas e preventivas (Maletta, 1988).
A influéncia do hospedeiro na ocorréncia de
doencas foi reforcada por Robinson (1967)
ao salientar que o risco de algumas
patologias em caes varia com a idade, raca
e sexo, pois varias enfermidades tém maior
impacto em determinadas faixas etarias e 0
estudo dessas variagbes ajuda a
compreender os fatores responsaveis pelo
desenvolvimento da doenca.

E importante destacar que na populagdo
canina sao considerados jovens aqueles
caes com idade inferior a um ano e idosos
aqueles com mais de oito anos (Eckersley et
al., 1992). A idade foi analisada por Ewing
(1969) que considerou a infecgao por E.
canis uma enfermidade que pode passar
despercebida, exceto em filhotes muito
jovens, nos quais geralmente €& fatal. Ja
Greene et al. (1985), estudando a
ocorréncia da erliquiose canina em quatro
estados americanos, relataram maior
distribuicao em caes de meia-idade, sem
diferenciagdo por género, e mais
freqlentemente em animais de raga pura.

A diferenga na susceptibilidade entre ragas
e considerada um fator determinante da
patogenia da erliquiose canina (Woody &
Hoskins, 1991; Breitschwerdt, 1995).
Codner & Farris-Smith (1986) mencionaram
que diferengas na susceptibilidade podem
afetar a duragdo da doenca, aléem de
constatarem que os sinais clinicos tendem a
ser mais severos em Beagles
experimentalmente infectados do que em
caes sem raca definida (SRD). Os autores
relataram ainda, em caes da raga Pastor
Alemao, natural ou experimentalmente
infectados, uma severa sindrome
hemorragica, associacao esta tambéem
observada por Huxsoll et al. (1972).

Varios autores citam que infecgbes por

organismos do género Ehriichia causam, no
cao, sinais clinicos diferenciados,
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dependendo da espécie infectante e da
célula parasitada. Woody & Hoskins (1991),
em conformidade com outros autores,
afirmam ser a E. canis a mais patogénica
para este hospedeiro e que, como a E.
risticii, invade primariamente leucocitos
mononucleares (principalmente mondcitos),
enquanto que a E. equi parasita leucdcitos
polimorfonucleares  (neutrdfilos), estas
diferenciam-se da E. platys que invade os
trombocitos. Em uma pesquisa realizada por
Dawson et al. (1991), a avaliagao da
reatividade do soro de um paciente frente a
antigenos de E. canis originarios da Fldrida
e Oklahoma revelou variagao nos titulos de
anticorpos, sugerindo a ocorréncia de duas
amostras diferentes. Em 1996, Keysary et
al. constataram uma terceira amostra em
um animal naturalmente infectado em Israel.

Reardon & Pierce (1981) descreveram a
erliquiose canina, limitada a area de
incidéncia do seu artrépodo vetor, o R.
sanguineus, cujo ciclo €& altamente
influenciado por variagoes de temperatura e
umidade (Heath, 1979). Keysary et al.
(1996) constataram que a erliquiose canina
é prevalente em Israel, onde a forma aguda
de doenca é diagnosticada
predominantemente nos meses do verao.

Dentre os animais de companhia, o céo é a
espécie de predilecao (Assis et al., 1996).
Silva (1980), em Belo Horizonte, encontrou
a relacao de 8,62 pessoas por cao,
tornando evidente que a estreita associagao
entre o homem e a espéecie canina
apresenta, além das naturais implicacoes de
ordem afetiva, importantes implicacées de
ordem sanitaria (Rangel, 1980).

Nas Ultimas décadas, as erliquioses
surgiram relacionando-se a saude publica
nos Estados Unidos. Varios relatos de
pacientes testados sorologicamente foram
positivos para E. canis (Maeda et al., 1987,
Fishbein et al., 1989 e 1994; Harkess et al..
1989; Eng et al., 1990; Dawson et al., 1991.
Bakken et al.,, 1994). Em 1991, Anderson et
al. determinaram a E. chaffeensis, como
agente causal da erliquiose humana. Esta
espécie apresenta 98,2% dos 16S rDNA
homdlogos aos da E. canis (Anderson et al.,
1991), compartilhando as  principais




proteinas antigénicas (Chen et al., 1994). A
erliquiose humana é considerada doenca de
importancia zoondtica pela Organizagao
Panamericana de Saude (Benenson, 1992),
apresentando-se em quadros agudos e
infecgcbes oportunistas nos pacientes com
comprometimento do sistema imune
(Paddock et al., 1993). Dawson et al. (1991)
afirmaram que todo progresso feito na
caracterizagao do patégeno canino pode ser
diretamente aplicado ao estudo das
erliquioses humanas.

2.3. Sinais Clinicos

Apesar de sua distribuicao mundial e das
inumeras pesquisas realizadas, a patogenia
das erliquioses ainda nao esta
completamente esclarecida.

Apos um periodo de incubagcao de oito a
vinte dias, ocorrem as  primeiras
manifestagdes clinicas. Sao reconhecidas,
por estudos experimentais, trés fases da
doenca: fase aguda, subclinica e crénica,
dificilmente diferenciadas nos casos de
ocorréncias naturais (Woody & Hoskins,
1991). A fase aguda normalmente dura de
duas a quatro semanas, nas quais o0s
organismos se multiplicam nas células
mononucleares, propagando-se para o
figado, bago e linfonodos. Nessa fase, os
sinais sao inespecificos, em muitos casos
transitorios, podendo nao ser percebidos
pelo proprietario e ter resolugao em uma ou
duas semanas. Tais sinais incluem: febre,
descarga oculo-nasal serosa ou purulenta,
anorexia, dispnéia, depressao, perda de
peso, intolerancia ao exercicio (Codner et
al., 1985), além de varias alteragoes
musculo-esqueléticas (Hoskins et al., 1983;
Buoro et al., 1990), neurolégicas (Meinkoth
et al, 1989) e renais (Codner & Maslin
1992). E a fase na qual as morulas podem
ser encontradas com maior facilidade em
esfregacos sanguineos, bem como € notada
a presenca de carrapatos ao exame clinico
(Troy & Forrester, 1990).

A tendéncia a hemorragias externas nem
sempre ocorre, apesar da trombocitopenia
muitas vezes presente (Walker et al., 1970).
Em um pequeno nimero de casos, estao
presentes hemorragias petequiais ou outros

sinais de diateses hemorragicas (Greene et
al., 1985).

Disturbios oculares, acometendo quase
todas as estruturas, sao frequentemente
correlacionados a erliquiose  aguda,
incluindo conjuntivite, petéquias conjuntival
ou iridal, edema corneal, panuveites,
hifema, glaucoma secundario, hemorragia e
deslocamento de retina, além de cegueira
aguda, associados a alteragbes na
viscosidade sérica (Hoskins et al.,, 1983;
Troy & Forrester, 1990; Harrus et al., 1998;
Gould et al., 2000).

Alteragbes no sistema nervoso central,
como hiperestesia, mioclonia,
incoordenacao e irreflexia no nervo cranial,
podem ocorrer como resultado de
inflamacao e hemorragias nas meninges
(Meinkoth et al., 1989).

Sinais clinicos de dispnéia, estertores e
cianose resultam de alteragées pulmonares,
podendo ser a pneumonia intersticial
confirmada por uma radiografia toracica
(Greene et al., 1985).

Em alguns casos a fase aguda se resolve
sem tratamento, dando inicio a fase
subclinica. Acredita-se que caes
imunocompetentes possam eliminar a E
canis, no inicio da infecgéo (Hoskins, 1991).

Na fase subclinica, o cao pode apresentar-
se clinicamente normal com diferentes
estudos  procurando  caracterizar as
principais alteracoes hematologicas nesta
fase, como citopenias e hiperglobulinemia,
que pode durar por varios anos,
principalmente em animais de regides
enzodticas (Codner et al., 1985). Os titulos
de anticorpos, que comegam a aumentar de
sete a vinte e oito dias apds a infeccao
inicial, continuam elevando-se durante todo
o curso da doenga. Titulos altos, sem
sintomas  clinicos, indicam  duragao
prolongada da infeccao e persisténcia
intracelular do agente (Waner et al., 1997).

A recorréncia dos sinais clinicos nos graves
estagios da infeccao crénica parece ser
mediada pela persisténcia da E. canis nas
células mononucleares. Assim, cées com




prolongada infecgao e constante
estimulagao antigénica podem desenvolver
pancitopenia e outras manifestacdes
imunologicamente mediadas (Codner et al.,
1985). Nesta Ultima fase, a hipoplasia da
medula, os sinais clinicos severos, as
alteragdes hematoldgicas graves e as
freqlentes infecgdes secunddrias podem
levar o animal a morte. Os sinais clinicos
mais evidentes sdao os hemorragicos, tais
como epistaxe, hematuria, petéquias e
equimoses distribuidas pela pele, além de
alteracdes oculares, edema escrotal e de
membros, bem como sintomas nervosos
consequentes as hemorragias e a meningite
(Troy & Forrester, 1990).

Varios estudos demonstram que os
anticorpos indicam infecgao pelo agente,
porem, altos titulos nao conferem imunidade
protetora aos animais infectados. Esse fato
2 comprovado quando animais
cronicamente infectados, com elevados
titulos de anticorpos, repentinamente
adoecem e morrem (Buhles et al., 1974).
Estas observagbes indicam que os
anticorpos podem favorecer a infecgao,
contribuindo para a severidade das lesdes
(Reardon & Pierce, 1981) e um progndstico
desfavoravel nos casos de erliquiose
cronica (McBrid et al., 2001).

2.4. Alteragoes hematologicas

Os achados laboratoriais, mais
freqlentemente observados durante a
enfermidade, também variam de acordo
com a fase clinica, contudo, muitas vezes,
repetem-se com maior ou  menor
intensidade.

A trombocitopenia ocorre de 10 a 20 dias
pos-infeccao (Pl) e tende a persistir ao
longo de todas as fases da doencga (Buhles
Jr. et al., 1974; Davoust et al., 1991b).
Numerosos estudos vém buscando elucidar
0s mecanismos que leve a este freqlente
achado. A diminuigado no numero de
plaguetas durante a fase inicial da doenga é
associada a redugado na meia-vida
plaguetaria (Pierce et al., 1977), e a
mecanismos imunoldgicos, inflamatdrios, ou
de coagulacdo envolvendo a destruicao dos
trombodcitos. A ativacao de complemento

ocorre secundariamente aos mecanismos
imunoldgicos ou de coagulagao atuando na
destruicao das plaquetas. Lovering et al.
(1980) observaram que caes
decomplementados apresentaram contagem
de plaguetas significativamente altas
durante a infecgdo. Lesdo e perda da
funcao plaquetaria, somados a hiperplasia
do sistema fagocitico mononuclear, levam a
um sequestro inespecifico de plaquetas no
baco (Reardon & Pierce, 1981). Recente
pesquisa, utilizando citometria de fluxo,
identificou anticorpos (IgG) ligados as
plaquetas, demonstrando que a participacao
de um componente imunologico e a
exposicao ao agente infeccioso, no caso E.
canis, podem ativar um mecanismo auto-
imune, além de outros mecanismos nao
imunolégicos envolvidos na patogénese da
trombocitopenia (Waner et al., 2000).

Leucopenia moderada ocorre ao redor da
terceira e quarta semanas PIl, tendendo a
desaparecer, seguida de leucocitose e
monocitose (Hibbler et al., 1986). Porém,
Buhles Jr. et al. (1974) e Huxsoll et al.
(1972) demonstraram, em infecgao
experimental, o inicio da leucopenia entre o
102 e 20° dias PI. O inicio da leucopenia foi
detectada por Davoust et al. (1991a) no 16°
dia Pl, sendo que cerca de metade dos
animais acometidos apresentavam
eosinopenia. A linfopenia aparece em mais
de 60% dos caes, enquanto que a
linfocitose €& infreqiente durante a fase
aguda; ja a anemia do tipo arregenerativa é
um achado comum (Troy & Forrester, 1990).
Em 27 casos de infeccao natural por E.
canis, a trombocitopenia e a anemia
estavam quase sempre presentes, nao
tendo sido verificada leucopenia (Waddle &
Littman, 1988). Os animais doentes
apresentavam-se com discretas variagoes
nos valores do volume corpuscular médio
(VCM) e da concentragao hemoglobinica
corpuscular média (CHCM), caracterizando
uma anemia do tipo normocitica-
normocrémica (Kuehn & Gaunt, 1985). Troy
et al. (1980) observaram, em 30 casos de
erliquiose canina natural, anemia em todos
os cdes e, em mais da metade deles,
macrocitose e hipocromia. Outro fato
importante € a freqlente auto-aglutinagao
de hemacias e teste de Coombs positivo, o



que leva a certa confusao com o diagndstico
de anemia hemolitica imunomediada
(Hoskins, 1991).

A fase subclinica da infecgao, associada a
persisténcia do antigeno, € caracterizada
por trombocitopenia, anemia e variada
leucopenia, com auséncia de sinais clinicos
(Codner & Farris-Smith, 1986).

Durante a fase cronica, as alteragoes
hematologicas sao semelhantes as
descritas para a fase aguda. Anemia e
trombocitopenia sao geralmente mais
proeminentes e responsaveis pela maior
parte dos sinais (Waddle & Littman, 1988). A
pancitopenia ocorre nos casos cronicos e
graves devido a hipoplasia das células
progenitoras na medula 6ssea (Hibbler et
al.,, 1986). Buhles Jr. et al. (1975), ao
realizarem biépsias de medula ossea,
constataram, nos casos mais graves,
evidente deplegdo dos megacariocitos,
caracterizando um quadro de anemia
aplasica. Weiser et al. (1991) observaram
linfocitose e presengca de granulagoes
azurdficas citoplasmaticas, em mais de 50%
das células linfocitarias. Estes linfdcitos, de
acordo com os autores, poderiam
representar células T citotdxicas, células
“natural  killer” que raramente sao
encontradas na circulacao periférica dos
animais domeésticos.

As proteinas séricas geralmente sofrem
variagOes no curso da doenga. Pode-se
observar, na maior parte das vezes,
hipoproteinemia, hipergamaglobulinemia e
hipoalbuminemia. Esta dltima, mais
marcante na fase aguda, tende a resolver-
se na fase subclinica (Troy & Forrester,
1990). Alteragdbes semelhantes foram
observadas por Burghen et al. (1971), nos
caes em fase terminal da doenga com
pronunciada pancitopenia e epistaxe. Os
autores sugerem que esses achados sejam
decorrentes de um estado de
hipersensibilidade ou resposta auto-imune,
na fase cronica da enfermidade. Codner &
Maslin (1992), ao dosarem as perdas de
proteina pela urina, sugeriram que a
hipoalbuminemia seja decorrente do quadro
de proteinuria que se instala na fase aguda
da doenca. A hiperviscosidade sérica com

gamopatia monoclonal foi descrita por
Hoskins et al. (1983), associada a infeccao
pela riquétsia, em um relato sobre a
ineficacia da imunidade humoral no controle
da enfermidade. Weiser et al. (1991)
encontraram hiperproteinemia em oito
animais acometidos por erliquiose cronica e
gamopatia monoclonal em 25% dos casos.

Os niveis de alaninoaminotransferase (ALT)
e fosfatase alcalina podem  estar
aumentados, especialmente durante a fase
aguda da doenca. Em uma pequena
porcentagem dos caes pode-se encontrar
elevacbes dos niveis de bilirrubina e
discreta ictericia. Aumentos nos valores de
uréia e creatinina parecem refletir um
guadro de azotemia pré-renal (Troy &
Forrester, 1990). Ha descricao de casos de
morte  por graves processos de
glomerulonefrite (Troy et al., 1980).

2.5. Diagnostico

Os sintomas da infeccao por E. canis sao,
na maioria das vezes inespecificos,
dificultando o diagnéstico clinico. Assim,
testes laboratoriais sao freqlentemente
utilizados para a confirmagao do
diagndstico.

A deteccao direta do parasita em esfregacos
sanguineos nao constitui um método muito
sensivel, uma vez que a morula &
visualizada por um periodo de tempo
limitado. A auséncia do parasita em
esfregagos nao exclui, portanto, o
diagnostico da enfermidade (Ewing, 19689;
Hoskins, 1991; Campbell, 1994). Porém,
Elias (1991) encontrou uma sensibilidade de
88% no diagnostico da doenca, ao
pesquisar morulas em células
mononucleares a partir de esfregagos
sanglineos preparados com sangue obtido
por pungao da borda da orelha e corados
pelo Giemsa. Com esses mesmos
procedimentos Burr (1982), na India,
estabeleceu o diagnostico de erliquiose
canina, além de identificar infeccoes
simultaneas com outros hemoparasitas, tais
como Babesia canis e Haemobartonella
canis. Segundo Troy & Forrester (1990), a
confeccao de esfregagos com sangue de
capilares, como os obtidos a partir da




orelha, facilita o0 achado da riquétsia.

A contagem de plaquetas, segundo Davoust
et al. (1991b), € um bom método de
diagnostico presuntivo em casos cronicos
assintomaticos da doenga, uma vez que
trombocitopenia é observada em 75% dos
casos de erliquiose canina.

Outros meétodos de diagndstico sao
atualmente citados, como PCR, Western
Imunoblotting, Dot-Blot Elisa, deteccdo de
antigenos plasmaticos, contagem
plaguetaria e kits comerciais largamente
utiizados em Israel, Estados Unidos,
Europa e alguns paises da América do Sul.
No Brasil, a limitagdo na produgao de
antigenos em larga escala, através da
infeccao experimental, somada  as
dificuldades na implantacao de um cultivo in
vitro e o alto custo dos testes comerciais,
faz com que, na pratica, os diagnosticos
sejam realizados atraves de esfregacos
sanglineos ou de forma subjetiva, por meio
da sintomatologia clinica e das alteragdes
hematologicas.

A puncao de medula € uma técnica
frequentemente utilizada em exames para
controle e deteccao de patologias humanas,
e mais recentemente, vem sendo utilizada
para demonstrar uma fase medular no ciclo
de parasitas em animais. Estudo realizado
por Harrus et al. (1998), em animais
inoculados  experimentalmente,  utilizou
aspirado de medula odssea, além de
amostras esplénicas e de sangue para
obtencao de DNA para o teste de PCR. A
puncdo de medula €& ainda um método
seguro de verificagao e acompanhamento
dos casos de neoplasias linfaticas e nas
diversas causas de pancitopenias (Jain,
1986).

Wen et al. (1997) afirmaram que a reagao
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), cujos
antigenos sao geralmente procedentes de
cultivo celular, padronizado inicialmente por
Ristic et al. (1972), é o método mais
utilizado atualmente. Essa técnica detecta
anticorpos anti-E. canis a partir do sétimo
dia Pl. Porém, alguns animais tornam-se
soropositivos somente no 28° dia Pl (Woody
& Hoskins, 1991). Os soros que apresentam
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reagoes em diluicdo igual ou maior a 1:10
sdo considerados positivos (Rikihisa et al.,
1994), ressaltando-se que resultados falso-
negativos podem ocorrer devido a pouca
experiéncia do técnico ou quando os
antigenos nao forem de boa qualidade.
Resultados falso-positivos ocorrem quando
amostras de soro estiverem contaminadas
por bactérias (Woody & Hoskins, 1991).
Reacoes cruzadas sao observadas entre E.
canis e E. chaffeensis, entre E. canis e
Cowdria rumminantium, dificultando a
diferenciac@o entre essas espécies através
deste método.

3 MATERIAL E METODOS
3.1. Banco de dados

Considerou-se a demanda clinica
espontanea de caes atendidos no Hospital
da Escola de Veterinaria da UFMG, no
periodo de margco de 1998 a setembro de
2001, devido a alta demanda de
atendimento, facilidade na obtencao dos
dados e principalmente a ampla distribuicao
espacial do atendimento.

Foram analisadas fichas clinicas de caes
suspeitos de hemoparasitoses ¢}
selecionadas as fichas com confirmagao
laboratorial de infecgao por E. canis e E.
platys. O diagnédstico da infecgao foi
realizado, quando solicitado pelo veterinario,
através do exame de laminas preparadas
com amostras do sangue total ou da papa
de leucdcitos, coradas pelo Giemsa. Apés a
confirmagao do diagnostico parasitologico,
passou-se a analise dos parametros clinicos
e hematoldgicos desses animais.

As variaveis analisadas foram agrupadas
nas seguintes categorias:

s Caracteristicas demograficas: idade,
raca, sexo, época do ano e origem
(urbana ou peri-urbana);

e Parametros clinicos: infeccoes
concomitantes, temperatura retal,
presenga ou histérico de carrapatos e
sintomas clinicos registrados pelo
veterinario nas fichas de consulta;




¢ Parametros  hematolégicos:  célula
parasitada, contagem de hemadcias,
leucocitos (incluindo contagem
diferencial) e plaguetas.

3.2. Infecgdes experimentais

Considerando-se a escassez de
informacdes sobre as alteragdes clinicas e
hematoldgicas da fase aguda de infecgdes
com amostras brasileiras de E. canis, dois
caes foram experimentalmente infectados e
avaliados durante a fase aguda da doenga.

3.2.1. Animais

Foram utilizados dois cdes, um macho e
uma fémea, sem raca definida (SRD),
pesando 13,250 Kg e 20,100 Kg
respectivamente, criados e mantidos no
canil experimental do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria da UFMG (DMVP), livres de
endo e ectoparasitos. Os animais
receberam ragao comercial e agua a
vontade e foram tratados com Fipronil'. O
canil experimental foi pulverizado com
Amitraz® para controle dos ectoparasitas no
ambiente. Os exames hematologicos foram
realizados no Laboratério de Patologia
Clinica do Hospital da Escola de Veterinaria
-UFMG e os demais exames laboratoriais
foram realizados no Laboratério de
Hemoparasitoses do DMVP.

3.2.2. Inéculo

Foi utilizada a amostra de E. canis isolada
por Machado (1993) e criopreservada em
nitrogénio liquido. O primeiro cao recebeu 5
ml do indculo, por via endovenosa, segundo
técnica descrita por Buhles Jr. et al. (1974).
O segundo cdo foi inoculado por via
endovenosa com aproximadamente 10 ml
de sangue do primeiro animal, colhidos na
fase aguda da infeccdo (21 dias PI),
segundo a mesma técnica.

3.2.3. Monitoramento das infecgoes

Imediatamente antes das infeccoes, 3 ml de

' FrontLine — Merial
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sangue foram colhidos para obtencao de
controle negativo de soro. Diariamente a
temperatura retal era registrada e realizava-
se palpagdo dos orgaos abdominais e
linfonodos. Duas vezes ao dia, esfregagos
sanguineos eram confeccionados com uma
gota de sangue de capilares da borda
interna da orelha, sendo corados pelo
Giemsa, para a pesquisa do parasito (Elias,
1991). A cada dois dias, eram coletados 3
ml de sangue da veia cefdlica em EDTA
dissodico 10% em seringas plasticas, para
realizacao do hemograma completo e
contagem de plaquetas. A contagem total
de hemacias e leucodcitos foi feita em
contador automatico de células e a
determinacao dos niveis de hemoglobina
através do meétodo da
cianometahemoglobina. A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada em
esfregagos  sangliineos corados pelo
Giemsa e os indices hematimétricos
calculados segundo Ferreira Neto et al.
(1981). A determinacao do volume globular
foi efetuada pelo meétodo do
microhematocrito e as contagens de
plaguetas, realizadas em camara de
Newbawer, usando-se como diluente a
solucao aquosa de oxalato de amonio a 1%,
de acordo com Benjamin (1979). Foram
considerados como normais os valores de
referéncia preconizados por Jain (1986).

Do segundo animal, aléem dos
procedimentos acima citados, foram
realizadas puncdes de medula Ossea,
semanalmente, de acordo com Melveger
(1969). Do material puncionado foram
confeccionados esfregagos, que corados
pelo Giemsa, destinaram-se ao
acompanhamento das alteracoes
decorrentes da infecgao.

Os caes foram sacrificados e necropsiados
no 212 dia Pl do primeiro cao e 15° dia Pl do
segundo animal.

3.2.4. Exames sorolégicos
As amostras de soro de cada cao (dia 0 e
dia da necropsia) foram testadas através de

RIFI em diluicdes duplas, frente ao antigeno
de E. canis (PANBIO, USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracteristicas epidemioldgicas

Foram analisadas 194 fichas clinicas de
caes atendidos com  suspeita de
hemoparasitose no Hospital da Escola de
Veterinaria da UFMG (HEV-UFMG), no
periodo de margo de 1998 a setembro de
2001. Ressalta-se que os resultados
apresentados nesse trabalho referem-se a
demanda espontanea de atendimento do
hospital. Considerando-se os resultados de

n® de casos

Alves (1996), estimou-se para o periodo de
estudo, aproximadamente 23.000 consultas
clinicas. Os casos suspeitos de
hemoparasitoses representaram, portanto,
aproximadamente 0,85% do atendimento
clinico. E importante destacar que o nimero
de caes diagnosticado com erliquiose
aumentou consideravelmente a partir do
ano 2000 (Figura 1). Esse fato se deve
possivelmente a uma maior acuidade no
diagnostico, tendo em vista os constantes
relatos da doenga no Brasil e no mundo.
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Figura 1. Distribuicao mensal de diagndsticos de erliquiose canina no Hospital da Escola de
Veterinaria - UFMG, no periodo de margo de 1998 a setembro de 2001.

Dos animais suspeitos, 52 tiveram
diagnéstico confirmado de E. canis e/ou E.
platys. Destes, 31 apresentavam infecgao
por E. canis e 21 encontravam-se infectados
por E. platys. Cinco caes apresentavam
outros hemoparasitas associados: dois

oh)

animais parasitados por E. canis e E. platys,
um cao com E. canis e Haemobartonella
canis, um cao com E. canis associada &
Babesia canis e um animal apresentou-se
infectado por E. platys e B. canis (Figura 2).
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Figura 2. Diagnosticos de hemoparasitoses em caes atendidos no Hospital da Escola de

Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001.

A infeccao conjunta de erliquiose e
babesiose leva a uma grave sindrome
caracterizada por anemia normocitica-
normocrémica, na qual ha destruicdo de
eritrocitos, causada pela Babesia, e
impedimento da eritropoiese induzida pela
Ehrlichia (Ewing & Bucker, 1965). A doenga
causada simultaneamente por E. canis e E.
Platys foi relatada em graves ocorréncias na
China (Hua et al., 2000), apresentando alta
incidéncia, tambeém em outros estudos,
possivelmente, por serem transmitidas pelo
mesmo vetor (French & Harvey, 1983).
Segundo Kordick et al. (1999), varios casos
de coinfecgdes com multiplos organismos
foram relatados, com sintomas mais graves
que aqueles observados quando um unico
agente esteve envolvido. Infecgdes
simultaneas de patdgenos transmitidos por
carrapatos podem ocorrer como resultado
da transmissao dos multiplos organismos
por um mesmo carrapato vetor ou da
transmissao independente de infecgdes
cronicas por diferentes artropodos em
tempos diversos. A espécie canina
apresenta elevado risco a  estas
associagoes por estar freqlientemente
infestada por um grande numero de
carrapatos, e nao raramente, com espécies
diferentes.

No laboratdrio de Patologia Clinica do HEV-
UFMG, o diagndstico de hemoparasitose foi
realizado através de esfregagos sangliineos

confeccionados com sangue Vvenoso,
utilizando-se da amostra de sangue que
normalmente foi retirada para a realizagao
do hemograma. Em infecgoes
experimentais, observou-se que as mérulas
de E. canis foram mais freqlentemente
diagnosticadas em sangue de pequenos
capilares (borda da orelha), do que em
sangue venoso (Castro, 1997). O percentual
de animais com erliquiose representou
35,9% dos 145 animais confirmados com
hemoparasitas e tendo em vista as
limitagdes do diagndstico direto (McBride et
al., 1996), sinaliza a possibilidade de um
numero maior de animais portadores de E.
canis. O pequeno numero de associagdes
com outros hemoparasitas  (9,6%),
encontradas neste periodo, podem, portanto
estar relacionadas a essas limitagoes.

Quanto a idade e ao sexo dos animais
positivos para erliquiose canina (Tabela 1),
observou-se que os 24,4% dos animais
concentravam-se na faixa etaria de 13 a 24
meses, e que dos 52 animais positivos,
61,5% eram fémeas. Esses valores podem
ser atribuidos a idade na qual se inicia a
vida reprodutiva de machos e fémeas.
Nessa faixa etaria um numero maior de
fémeas € atendido com complicagoes
obstétricas ou € levado a clinica para
castragcao (Alves, 1996), além de haver
maior deslocamento para exposi¢oes,
concursos e cobrigoes.




Tabela 1. Distribuicao por faixa etaria e sexo de caes infectados com Ehrlichia canis e Ehrlichia
platys atendidos no Hospital da Escola de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001.

Faixa etaria Freqliéncia absoluta Total* Freqléncia relativa

(meses) Macho Fémea (%)
0-6 3 2 5 11,1
7-12 3 7 10 22,2
13-24 7 4 11 24,4
25-48 2 7 9 20,0
49-72 3 3 6 13,3
73-96 0 0 0 0,0
97-120 0 3 3 6,7
> 120 0 1 1 2,2
Total 18 27 45 100

* para outros sete animais positivos nao havia registro da idade.

A categoria “nao informada”, que representa
indefinicao da idade, abrangia 13,5% dos
casos, 0 que reflete uma dificuldade na
obtencao de dados relativos as unidades
primarias de analise.

Quanto as diferengas de susceptibilidade
entre ragas, que pode ser um fator
determinante na patogenia da erliquiose
canina (Breitschwert, 1995), observou-se

que 23,1% dos animais positivos eram SRD.
Esse predominio € visto também no numero
total de animais atendidos no hospital
(Alves, 1996; Assis et al., 1996), nao
podendo ser atribuida qualquer diferenga
guanto a susceptibilidade racial no presente
estudo. Destaca-se a grande variedade de
racas acometidas e o numero elevado de
caes de grande porte (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicao por raga de caes infectados com Ehriichia canis e Ehriichia platys
atendidos no Hospital da Escola de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001.

Raca Porte* Frequéncia absoluta Frequéncia relativa(%)
Akita G 3 59
Beagle M 1 1,9
Cocker M 6 11,5
Dobermann G 2 3.9
Dogue Alemao G 1 1.9
Fila G 3 5.8
Husky G 1 1.9
Labrador G 2 3.9
Mastim G 1 1,9
Pastor Alemao G 6 11,5
Poodle P 6 11,5
Rottweiler G 4 ¥ $74
Samoiedo G 1 1,9
Sao Bernardo G 1 1,9
Setter M 2 3.9
SRD P/M/G 12 23,0
Total 52 100

*P—-pequeno M- médio G- grande




O fato de o maior nimero de animais caes que moram em casa se infectarem.

infectados ser de grande porte, pode ser Além do tipo de moradia, um aspecto
explicado por 78,1% dos proprietarios importante parece ser o histérico efou a
residirem em casas e apenas 21,9% em presenga do carrapato ao exame clinico
apartamentos, indicando um risco maior de (Tabela 3).

Tabela 3. Ocorréncia de infecgao por Ehrlichia canis em caes atendidos no Hospital da Escola
de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001, considerando-se histdrico e/ou presenca de carrapato
e tipo de moradia.

Tipo de moradia Historico e/ou presenca de carrapatos
Freqliéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Casa 15 75
Apartamento 5 25
Total* 20 100

* para outros 32 céaes diagnosticados com erliquiose ndao havia descricdo de histérico efou presenga de
carrapatos na ficha clinica

Quanto a origem, os animais positivos Horizonte, conforme descrito por Alves
diagnosticados com erliquiose canina (1996). Maiores frequéncias de doencgas
concentraram-se na regiao da Pampulha e transmitidas por carrapatos sao esperadas
em areas periurbanas (Tabela 4). em areas periurbanas, uma vez que 0s
Entretanto, por se tratar de um hospital- caes, em geral, sao criados livres; estando,
escola, o atendimento abrange uma portanto, mais expostos aos artropodes
amostra diversificada, com ampla vetores da riquétsia.

distribuicao nas diferentes regionais de Belo

Tabela 4. Ocorréncia de infeccao por Ehrlichia canis e Ehrlichia platys em caes atendidos no
Hospital da Escola de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001, considerando-se a origem dos
animais.

Regiéo Fregliéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Centro-Sul 1 3,0
Leste 1 3,0
Oeste 2 6,1
Nordeste 1 3,0
Noroeste 5 15,1
Pampulha 12 36,4
Peri-urbana 11 33,4
Total* 33 100

* para outros 19 caes positivos ndo havia registro do endereco.
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4.2. Alteragoes clinicas
4.2.1. Infecgdes naturais

Do total de animais positivos para E. canis
e/ou E. platys 61,5% nao tinham anotagbes
referentes ao exame clinico, o que limitou a
andlise destas alteragdes. Dos animais
diagnosticados com E. platys, foram
encontrados somente o hemograma e o
resultado da pesquisa de hemoparasitas,
sem a avaliagdo semidtica do cdo. Cabe

(2]
n
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Numero de casos

Sinais clinicos

ressaltar a importancia do preenchimento
das fichas de consultas como importante
instrumento de predicdo, andlise e
implementacao de planejamento econdémico
e sanitario (Alves et al., 1995).

Os sinais clinicos mais freqlientes, nos
animais diagnosticados com E. canis foram,
em ordem decrescente: febre, anorexia,
apatia e descarga oculo-nasal (Figura 3).
Estes sintomas foram também os mais
freglientemente relatados por Ewing (1969).

E’cbn:

O Anorexia
W Apatia
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Figura 3. Frequéncia absoluta dos sinais clinicos observados em caes infectados com Ehriichia
canis atendidos no Hospital da Escola de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001.

Todos os animais positivos para E. canis
apresentaram aumento de temperatura, com
média 39,7°C. A febre na erliquiose ocorre
provavelmente devido a liberagao de
pirégenos e substancias antigénicas pela
riquétsia, uma vez que a resposta humoral
especifica pode ser detectada
precocemente. Existe ainda a possibilidade
de que haja produgdo aumentada de
interleucina | (IL-l), sabidamente um
pirégeno enddgeno, produzido por varios
tipos celulares, principalmente por células
apresentadoras de antigeno e linfocitos B
(Gershwin et al., 1995).

Linfadenopatia foi evidenciada em 27% dos
caes, especialmente nos linfonodos sub-
mandibulares e popliteos. Este percentual

foi 0 mesmo encontrado por Kuhen & Gaunt
(1985). Entretanto, Hoskins (1991) afirmou
ser a linfadenopatia uma alteracao clinica
inconstante na erliquiose. Somente um
animal apresentou esplenomegalia. Kuhen
& Gaunt (1985) consideraram a
esplenomegalia uma alteragao pouco
freqliente, enquanto que Ewing (1969),
descreveu-a como um achado bastante
comum na enfermidade, podendo ocorrer
aumento do bago da ordem de duas a trés
vezes em relagao ao seu tamanho normal. A
hepatomegalia, também observada em um
dos animais, segundo o mesmo autor,
indicou um grave acometimento, inclusive
com visualizagdo de hepatdcitos com
degeneragbes aciddfilas ou necrose ao
exame histopatolégico.




Hildebrandt et al. (1973) afirmaram que as
lesbes mais freqlentes ocorrem na
cavidade  toracica, com alteracoes
pulmonares em 70% dos caes com
erliquiose aguda. Nas fichas analisadas, a
dispnéia foi o principal sinal clinico dos
animais que manifestaram alteracbes no
sistema respiratério, sendo vista em 26,9%

dos casos (Tabela 5). A pneumonia foi
confirmada através de radiografia em um
animal. Espessamento  dos septos
alveolares com  pronunciada  reagao
intersticial foi descrito como uma das
principais lesdes por Reardon & Pierce
(1981) em animais com dificuldade
respiratoria.

Tabela 5. Alteracoes do sistema respiratério em infecgdes por Ehrlichia canis em caes
atendidos no Hospital da Escola de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001.

Alteragoes Fregliiéncia absoluta Fregliéncia relativa (%)
Estertores 23,1
Dispnéia 26,9
Pneumonia 3,9
Sem alteragdes respiratorias 46,1
Total* 100

* para outros cinco caes positivos para E. canis nao foi possivel compilar os dados da ficha de consulta.

Epistaxe foi encontrada em 15,4% dos
animais com distirbios hemorragicos
(Tabela 6). Essa alteracao é caracteristica
da fase cronica, sendo causada por
hemorragia nos pulmdes ou na mucosa
nasal podendo estar presente em 30 a 50%
dos casos graves, acompanhada por

petéquias no abdome, mucosa genital,
conjuntiva e na cavidade oral (Eng & Giles,
1989). Dois animais apresentaram
petéquias ao exame clinico, sendo um no
abdome e cavidade oral e o outro na regiao
do prepucio.

Tabela 6. Alteragdes hemorragicas em infecgdes por Ehrlichia canis em caes atendidos no
Hospital da Escola de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001.

Alteracdes Frequéncia absoluta Freqléncia relativa (%)
Petéquias v e
Epistaxe 15,4
Melena 7,7
Sem alteragdes hemorragicas 69,2
Total* 100

* para outros cinco caes positivos para E. canis nao foi possivel compilar os dados da ficha de consulta.

Alteractes nervosas foram observadas em
19,2% dos animais diagnosticados com E.
canis (Tabela 7). Ataxia, paresia e paralisia
sao descritos em infeccdoes experimentais,
podendo ocorrer tanto na fase aguda como

na cronica decorrentes da infiltracao de
células mononucleares ou hemorragias na
meninge (Greene, 1985). De acordo com
Valli (1993) essas lesbes sao muito
freguentes na erliquiose.
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Tabela 7. Alteragbes nervosas em infecgdes por Ehrlichia canis em caes atendidos no Hospital

da Escola de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001.

Alteracbes ~ Freqiénciaabsoluta  Fregiiéncia relativa (%)
~ Paresia 3 11,5
Hiperestesia 1 3.8
Paralisia membro posterior 1 3.8
Sem alteragdes nervosas 21 80,8
Total* 26 100

* parei outros cinco caes positivos para E. canis nao foi possivel compilar os dados da ficha de consulta.

A mesma freqliéncia (19,2%) foi encontrada
para as dificuldades de locomogao. Dos
animais acometidos, 50% apresentavam
edema articular ou de membros, porém nao
foram realizados exames complementares
aos do hemograma e pesquisa de
hemoparasitas. Além desses sinais, outros
sao citados em animais na fase cronica da
doenga como incoordenagac e edema
generalizado (Meinkoth et al., 1989). Edema
das extremidades foi relatado em 33% dos
animais por Greene et al. (1985) e poliartrite
é freqlientemente associada a infecgdes por
E. ewingii (Stockham et al., 1985).

4.2.2. Infecgdes experimentais

O método de infecga@o e o tipo de indculo,
utilizados no presente trabalho, de maneira
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semelhante a proposta por Buhles Jr. et al.
(1974), foram adequados. Os dois animais
infectados apresentaram sinais clinicos e
febre entre 0 11° e o 15° dia PI (Figura 4).
Estes achados estdao de acordo com o0s
observados por Huxsoll et al. (1972) e
Pierce et al. (1977) que relataram febre e
inicio dos sintomas clinicos, entre dez e
quinze dias apds a inoculagao experimental
de caes com E. canis. Entretanto, Davoust
et al. (1991a), em trabalho semelhante,
constataram que os animais apresentaram
alteragoes clinicas e febre a partir do 20° dia
PL.

Animal 1
m— Animal 2

e e . ——

15 18 21

Dias pds-infecgao (PI)

Figura 4. Valores médios da temperatura retal de caes experimentalmente infectados por

Ehrlichia canis.




A deteccao de morulas caracteristicas de E.
canis, no citoplasma de células
mononucleares em esfregagos sanglineos
(Figura 5), obtidos da pungao de capilares
da borda da orelha ocorreu no periodo em
que o0s animais apresentavam-se febris.
Este método mostrou ser limitado para a
detecgao da riquetsemia nos animais.

No primeiro animal inoculado (animal 1), a
morula caracteristica em mondcitos foi
visualizada no 11° dia Pl e no segundo
animal (animal 2), a primeira mérula foi
visualizada no 13° dia Pl, também
infectando um mondcito. Nos esfregagos
confeccionados com o sangue enviado para
hemograma, o parasita nao foi encontrado
em nenhum dos animais.

Os dois caes apresentaram, como principais

sinais clinicos: palidez de mucosas,
linfadenopatia, observada especialmente
nos linfonodos  sub-mandibulares e
popliteos e secregdo o6culo-nasal serosa. O
emagrecimento foi acentuado no animal 2,
que perdeu aproximadamente 10 Kg nos 15
dias da infeccao experimental. A perda de
peso foi observada por Woody & Hoskins
(1991) em 50% dos casos, durante um
estudo retrospectivo sobre erliquiose canina,
podendo ser atribuida a freqiiente anorexia
e apatia dos animais. Apesar de nao ter
havido controle do volume de ragéo ingerido
por cada animal, foi possivel perceber uma
redugao  consideravel do  consumo.
Observou-se tambem presenca de fezes
liquefeitas e vomitos a partir do 10° dia Pl do
animal 2. Estas alteragoes foram também
citadas por Hibbler et al. (1986) como sinais
infreqlientes na erliquiose canina.

Figura 5. Fotomicrografias (A e B) de esfregagos sangliineos de cao infectado com Ehrlichia
canis. Presenca de morula (setas) no interior de mondcitos (Giemsa, 1000 x)




4.3. Alteragdes hematologicas
4.3.1. Infecgdes naturais

Foram analisados o0s resultados de
hemogramas completos de 50 animais com
diagndéstico confirmado de erliquiose canina
através da identificacdo de inclusdes
caracteristicas de E. canis parasitando
diferentes leucdcitos (Figura 6) e de E.
platys nos trombdcitos circulantes. A
riquetsemia foi predominantemente vista em
mondcitos sangiliineos, que sdo, de acordo
com Ewing (1969), os mais freqlientemente
infectados. Entretanto, o mesmo autor cita

um estudo anterior, no qual uma amostra
isolada infectava preferencialmente
linfécitos e muito raramente neutrdfilos.
Meinkoth et al.(1989) também afirmaram
que E. canis €& vista quase que
exclusivamente em células mononucleares
(linfécitos e mondcitos). Os cdes podem ser
parasitados por diferentes  erliquias,
incluindo algumas que sao tradicionalmente
consideradas como patégenos primarios de
outros animais e, segundo Dawson et al.
(1997), mais de uma espécie de erliquia
pode infectar a mesma linhagem celular de
um hospedeiro e algumas espécies infectam
ocasionalmente mais de um tipo celular.

B Monocitos
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Figura 6. Percentual do tipo de célula infectada por Ehrlichia canis em caes atendidos no
Hospital da Escola de Veterinaria - UFMG, de 1998 a 2001.

A analise dos hemogramas revelou que as
alteracoes hematoldgicas mais freqlentes
foram anemia (70,3%), trombocitopenia
(50%) e leucopenia (30%). Estas alteragdes,
de acordo com Greene e Harvey (1990), sao
freqlientes ndo sé na fase aguda, mas
normalmente persistem na fase subclinica,
podendo ainda estar presentes de forma
acentuada na fase cronica (Woody &
Hoskins, 1991).

A etiologia da anemia na erliquiose canina
ainda nao esta perfeitamente esclarecida.
Acredita-se que dois mecanismos principais
estejam envolvidos. Primeiro, a retirada das
hemacias pelo sistema
monocitico/macrofagico e/ou lise destas

30

células, por acao do complemento, devido a
uma reacao imunologica de
hipersensibilidade do tipo Il. O segundo
deles, a supressao da eritropoiese na
medula éssea. A eritrofagocitose foi também
observada por Hildebrant et al. (1973) ao
necropsiarem 100 animais acometidos por
erliquiose no Sudeste Asiatico. A hipdtese
de retirada das hemacias opsonizadas com
anticorpos, por eritrofagocitose, é reforgada
pelos achados de Hoskins (1991), ao
afirmarem que animais acometidos por E.
canis podem, com freqléncia, apresentar
positividade ao teste de Coombs direto.
Buhles Jr. et al. (1975) observaram que
cdes acometidos por erliquiose, e sofrendo
severa pancitopenia, apresentavam




marcante hipoplasia de medula 6ssea e
deplecéo de megacaridcitos. Estes mesmos
pesquisadores chegaram a sugerir que este
fato, possivelmente, ocorra devido a algum
mecanismo de injuria imunoldgica, capaz de
provocar alteracoes no estroma medular ou
nas células tronco.

A diminuicdo numérica de plaquetas € a
alteracao laboratorial mais citada,
acometendo grande numero de caes, de
acordo com Troy & Forrester (1990), que
relataram trombocitopenia em 86% dos
animais. Alguns mecanismos sao propostos
para explicar a diminuicao do numero de
plaguetas. Além da aplasia de medula
Ossea efou supressao de suas atividades
eritropoiética, leucopoiética e
trombopoiética, a retirada ou destruicao de
plaguetas, por mecanismos imunomediados,
parece ter um papel importante no
desencadeamento da  trombocitopenia.
Kakoma et al. (1978 e 1980) sugeriram que
a trombocitopenia, constantemente presente
nos casos da doenca, fosse decorrente da
producao de um fator inibidor da migracao
plaquetaria, e linfocitos T citotdxicos,
capazes de destruir plaguetas. Pierce et al.
(1977) relataram a existéncia de uma
substancia nao identificada, em caes
infectados por E. canis, capaz de inibir a
liberacao do fator plaquetario-3 (PF-3) pelos
trombdcitos.

A leucopenia tem sido relatada como uma
das alteragbes mais comuns nos animais
acometidos por erliquiose canina. Ewing
(1969) e Walker et al. (1970) relataram
inimeros casos da doenga em caes do
exército americano na Guerra do Vietna. A
leucopenia foi um dos mais importantes
achados laboratoriais observados; muitas
vezes, fazendo parte de um quadro
pancitopénico, que deu origem ao nome de
Pancitopenia Tropical Canina. Os
mecanismos que induziram a leucopenia
nos animais podem ser ©0s mMesmos
atribuidos a anemia. Porém, poderia
acrescentar-se ainda, conforme sugerido
por Hibbler et al. (1986), uma vasculite,
encontrada de forma generalizada em varios

orgaos e sistemas dos caes infectados por
E. canis. A vasculite e a produgao de IL-1
podem ter um papel importante na
marginagdo e adesdo de leucdcitos &
parede vascular, com saida destes da
circulagdo sangliinea para os focos de
inflamacéao (Cotran et al., 1989).

O aumento do numero de bastonetes foi
encontrado em 66,7% dos animais positivos.
Observou-se uma gqueda significativa nos
valores de eosindfilos em 43,3% dos casos
e monocitopenia em 30% nos caes
atendidos. Waddle e Littman (1988),
também em um estudo retrospectivo de 27
casos de erliquiose canina natural,
detectaram neutropenia, linfopenia,
eosinopenia e monocitopenia em 22%, 48%,
63% e 51% dos animais, respectivamente.
Kuem e Gaunt (1985) reportaram estas
alteragbes em 56 casos da doenga, porém
com menor incidéncia. E importante lembrar
que a maioria dos autores citados, a
exemplo do presente estudo, trabalhou com
casos de erliquiose natural, sem o
conhecimento da fase em que se
encontrava a infecgao, nao sendo possivel a
avaliagcao do provavel efeito do estresse
provocado pelo parasita em seu hospedeiro,
levando de forma secundaria as alteragdes
do leucograma.

4.3.2. Infecgdes experimentais

A analise das duas primeiras pungdes de
medula nao revelou alteragbes dignas de
nota. Anormalidades no exame da pungao
de medula dos caes com erliquiose
dependem principalmente do estagio da
infeccao. Alteracdes foram vistas por Ewing
(1969) somente a partir da terceira semana
de infecgdo, com uma  marcada
hipercelularidade no 150° dia Pl. Essa
alteragdo € comum nos casos agudos,
porém é inconstante e flutuante conforme

Reardon & Pierce (1981).

Entretanto, na ultima puncéo realizada no
dia do sacrificio do animal 2 (15 dias PI), foi
possivel visualizar inclusdes citoplasmaticas
compativeis com E. canis (Figura 7).
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Figura 7. Fotomicrografia de esfregaco de pungao de medula dssea de cao experimentalmente
infectado com Ehrlichia canis. Presenga do agente em multiplicagédo (Giemsa 1000 x)

A demonstragao de erliquias envolvendo o
sistema nervoso de caes € rara e somente
dois relatos foram encontrados na literatura.
No primeiro, descreveu-se um cao com
acometimento subito e anemia
arregenerativa, no qual os leucdcitos
infectados eram raros e todos eram
mononucleares, sugerindo uma infecgao por
E. canis (Meinkoth et al., 1989); em outro,
uma andlise do aspirado medular revelou
uma leve pleocitose, aumento de proteinas
e de leucdcitos que continham morulas de
erliquias. Neste ultimo, as moérulas foram
localizadas primariamente em neutrofilos,
sugerindo uma infeccao por E. ewingii, ou
por um organismo do grupo da erliquiose
humana (EGH), a E. equi, ou até mesmo um
outro agente nao identificado.

O exame soroldégico demonstrou que os dois
animais apresentavam-se negativos (sem

titulos) para E. canis antes da infecgao
experimental. Ja os soros de ambos animais
colhidos no dia do sacrificio apresentaram
titulos positivos até a diluicao 1:32. Buhles
Jr et al (1974) detectaram titulos
sorologicos pela RIFI, para E. canis, em
aproximadamente 15 e 65% dos animais, no
sétimo e 13° dia de infecgao,
respectivamente. Ja Davoust et al. (1991a)
observaram a presenca de titulos
sorolégicos especificos para a riquétsia,
utilizando o mesmo método, somente no 18°
dia PI.

Pela RIFI, utlizando antigeno comercial
produzido em cultivo celular, foram
observadas reacdes contra diferentes fases
de multiplicagdo intracelular da Ehriichia
canis (Figura 8).




Figura 8. Reacao de imunofluorescéncia indireta de soro de cdo aos 14 dias apds infecgao
experimental com E. canis, sendo possivel a visualizagdo de trés estadios (setas) de
desenvolvimento intracelular do agente: (a) corpos elementares; (b) corpos iniciais; (c) morula.

Os resultados do hemograma foram divididos em eritrograma (Tabela 8), leucograma (Tabela

9) e contagem de plaguetas (Tabela 10).

Tabela 8. Valores do eritrograma (Média + desvio padrao) de caes experimentalmente

infectados por Ehrlichia canis.

Parametro - - Semanas
- (dia 0)____ ~ Primeira ~ Segunda Terceira
Hemacias x 10°/ul -
(6,27 + 0,53) 5,36 + 0,29 3,86 +£ 0,62 3,95 +0,52
Hemoglobina (g/dl)
(13,89 = 1,64) 12,19+ 1,46 8,02 + 0,60 6,93 £ 0,58
Volume Globular (%)

(45,12 + 5,69)

36,12+ 1,35 33,75+ 1,67

24,87 £2,47
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O numero de hemacias dos dois animais
apresentou uma queda consideravel a partir
da primeira semana Pl, acentuando-se na
semana seguinte. Este mesmo
comportamento foi observado para a
concentragao de hemoglobina. O volume
globular (VG) apresentou queda acentuada
a partir da primeira semana do experimento,
mantendo-se em declinio até o dia em que
os animais foram sacrificados. O volume
corpuscular médio (VCM) apresentou
pequena variagdo, mas manteve-se dentro
de parametros considerados normais, o
mesmo acontecendo com os valores da
concentracdo de hemoglobina corpuscular
meédia (CHCM) até a terceira semana.

Os dois animais infectados apresentaram
anemia do tipo normocitica-normocromica.
Este tipo de alteracao ja havia sido
observada por Walker et al. (1970), que a
classificaram como anemia normocitica
normocrémica arregenerativa, ocorrendo em
todas as fases da erliquiose canina.
Segundo Waddle e Littman (1988), a
anemia € um dos achados hematoldgicos
mais freqlentes na doenca. Troy et al
(1980) descreveram que 90% dos caes com
erliquiose apresentaram anemia; Reardon e
Pierce (1981) relataram ocorréncia desta

durante a fase aguda da doenca. No
presente experimento, a anemia foi
detectada ao redor do 12° dia PI, de
maneira semelhante a Huxsoll et al. (1972),
também em infeccoes experimentais de E.
canis.

O numero total de leucécitos diminuiu
acentuadamente na terceira semana P,
com evidente queda do numero de
neutrofilos segmentados e linfocitos (Tabela
9). Os valores de eosindfilos e baséfilos nao
apresentaram variagoes que diferissem dos
valores normais para a espécie, porém a
partir da segunda semana observou-se uma

evidente  monocitose. As  principais
alteragcoes, observadas na contagem
diferencial de leucocitos no presente
experimento, foram provavelmente

decorrentes de processos semelhantes aos
previamente descritos para a leucopenia
nos animais naturalmente infectados. Troy e
Forrester (1990) citaram a eosinopenia, a
linfopenia e o aumento das formas jovens
da linhagem neutrofiica como uma
conseqliéncia secundaria a liberagao
excessiva de glicocorticdides enddgenos,
frente ao estresse provocado pelo parasito
em seu hospedeiro.

Tabela 9. Valores do leucograma (Média + desvio padrdao) de ca@es experimentalmente

infectados por Ehrlichia canis.

Parametro (dia 0) Semanas
(x 10 i) Primeira Segunda Terceira

'(fﬁ%écffgs) 9,62 +2,13 8,21+ 1,63 5,61+ 1,05
%&;séfilos 0 0 0

Efzgiﬁtl)?;s) 0,57 £ 0,47 0,46 + 0,33 0,65 + 0,50
:Boa“gg’zeg?;g) 0,18 0,09 0,07 £ 0,08 0,03+ 0,05
2:3; E;‘tfg)c’s 5,61+ 2,12 543+ 1,53 3,79 + 0,62
(L;?;icj_f%fag) 3,18 + 0,09 2,02 + 0,43 0,96 £ 0,37
?g?;éiitgzs) 0,29 £ 0,19 0,46 + 0,23 0,75+ 0,42
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A contagem de plaguetas teve queda
consideravel na segunda semana Pl
(Tabela 10) e os valores médios mais baixos
foram observados no animal 2. A queda
numerica de plaquetas na erliquiose canina
€ a alteracao laboratorial mais observada,
ocorrendo em 86% dos caes (Troy &
Forrester, 1990).

Os achados clinicos e laboratoriais dos dois
animais experimentalmente infectados alem
de servirem como referencial, apontam para
a importancia de se dar continuidade a
estudos mais detalhados com amostras
brasileiras de E. canis na tentativa de
auxiliar o trabalho de clinicos e
pesquisadores.

Tabela 10. Valores de contagem de plaguetas (Média = desvio padrdo) de caes

experimentalmente infectados por Ehrlichia canis.

Parametro (dia 0)
(x 10% pl)

Semanas

Primeira

Segunda Terceira

237,63 = 69,67

223,32 + 35,89

103,75+ 21,04 155,34 = 26,90

e 5. CONCLUSOES

* Ha necessidade de maior atencao por
parte dos clinicos e técnicos para a
erliguiose canina uma vez que 35,9%
dos caes atendidos com suspeita de
hemoparasitoses no Hospital da Escola
de Veterinaria da UFMG apresentavam
infecgdes por Ehrlichia canis ou E.
platys;

° A erliquiose canina ocorre nas
diferentes regides de Belo Horizonte e
areas periurbanas, verificando-se maior
risco de infeccao para animais cujos
proprietarios residam em casas;

e A anemia normocitica normocrémica é a
alteracao hematoldgica mais freglente
nos animais com erliquiose canina,
superando 0s quadros de
trombocitopenia;

¢ O numero de casos confirmados de
erliquiose canina em Belo Horizonte tem
aumentado consideravelmente nos
dltimos anos em fungcao da maior
acuidade no diagnostico;

¢ Os dados provenientes de fichas
clinicas constituem importante fonte de
informacao, com a necessidade de
imprescindivel rigor no seu
preenchimento;

¢ Ha um parasitismo da medula ossea
que permite a deteccao de Ehrlichia
canis durante a fase aguda, indicando
gue o exame parasitolégico do aspirado
de medula ¢ssea pode ser Uil na
identificagao precoce de infecgdes em
caes.
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