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RESUMO

BOTELHO, Maria Clara da Silva Negreiros. Normalizacdo das Alteracdoes Clinicas e
Hematoldogicas em Caes com Ehrlichiose Submetidos ao Tratamento com Doxiciclina.
2010. 41p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas) - Curso de
P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

A ehrlichiose monocitica canina, doenga infecciosa de distribuicdo mundial, é causada pela
riquétsia Ehrlichia canis, parasita intracelular obrigatorio de células mononucleares caninas e
transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus. As anormalidades clinicas e
hematoldgicas sdo variadas, dependendo da linhagem de Ehrlichia spp., da resposta imune do
cdo e da presenca concomitante de outras doencas. Entre as diversas anormalidades
hematoldgicas, a trombocitopenia ¢ um achado predominante. Como a doenga pode se
manifestar através de uma grande variedade de sinais clinicos, os médicos veterinarios,
particularmente aqueles que trabalham em regides endémicas, devem sempre considerar a
possibilidade de infec¢do por FEhrlichia spp., especialmente em cdes com sinais ndo
especificos da doenga. O presente estudo teve como objetivo avaliar a recuperagao clinico-
hematologica de caes naturalmente infectados por Ehrlichia sp. e tratados com doxiciclina. O
estudo foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria do Departamento de Parasitologia Animal da UFRRIJ. Selecionou-se
12 animais da raga Beagle, do total de 90 caes mantidos no canil experimental do laboratério,
com sinais clinicos, como febre, anorexia, vomito, emagrecimento, mucosas hipocoradas,
hepato e esplenomegalia, além da presenca de carrapatos R. sanguineus ¢ do achado
hematologico de trombocitopenia. O diagnostico laboratorial foi confirmado pela
identificacdo direta de morulas de FEhrlichia sp. em esfregacos sanguineos corados por
Giemsa. Apo6s a pesagem dos 12 cdes, os mesmos foram tratados individualmente com
doxiciclina, na dose de 10mg/kg de peso corporal, por via oral, a cada 12 horas por um
periodo de 21 dias, durante os quais foram realizadas avaliagdes de parametros clinicos e
hematoldgicos. Algumas alteracdes clinicas foram observadas ao longo do periodo de
avaliacdo como febre, anorexia, vomito, diarréia, mucosas hipocoradas, esplenomegalia e
linfadenomegalia apresentando-se estes parametros normalizados ao 21° dia de tratamento.
As alteragdes hematologicas encontradas foram trombocitopenia e anemia normocitica
normocrémica. Nos dias +14 e +21, as contagens médias de hemdcias e valor de hematdcrito
estavam dentro dos pardmetros fisioldogicos normais para a espécie. Houve diferenca
estatistica significativa entre os dias -1 e +21 na contagem de hemacias e nos valores de
hematocrito. Quanto a trombocitopenia, no fim do tratamento, todos animais estavam com
plaquetometria normalizada, havendo diferenca estatistica significativa entre os dias -1 e +21.
Conclui-se que houve uma normalizacdo dos quadros clinico-hematoloégicos ao final do
periodo de tratamento e que o mesmo administrado na dose de 10mg/Kg ao longo de 21 dias
ndo produziu reacdes clinicas e hematoldgicas adversas.

Palavras-chave: Antibioticoterapia, Ehrlichia spp., Hematologia.



ABSTRACT

BOTELHO, Maria Clara da Silva Negreiros. Normalization of Clinical and Hematological
Alterations in Dogs with Ehrlichiosis Submitted to the Treatment with Doxycycline.
2010. 41p. Dissertation (Master in Veterinary Medicine, Clinical Science) - Curso de Pos-
Graduagdo em Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2010.

The canine monocytic ehrlichiosis, an infectious disease of worldwide distribution, is caused
by the rickettsia Ehrlichia canis, an obligatory intracellular parasite of mononuclear cells and
transmitted by the dog tick Rhipicephalus sanguineus. The clinical and hematological
abnormalities are varied, depending on the strain of Ehrlichia spp., the immune response of
the dog and the concomitant presence of other diseases. Among the various hematological
disorders, thrombocytopenia is a common feature. The disease can manifest itself through a
variety of clinical veterinarians, particularly those working in endemic areas, should always
consider the possibility of infection with Ehrlichia spp., especially in dogs with nonspecific
signs of illness. This study aimed to evaluate clinical and hematologic recuperation of dogs
naturally infected with Ehrlichia sp. and treated with doxycycline. The trial was performided
at the Laboratory of Experimental Chemotherapy from the Department of Animal
Parasitology of the Institute of Veterinary of the Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. About the total of 90 Beagles dogs kept in kennels experimental laboratory, twelve
were selected, with clinical signs such as fever, anorexia, vomiting, weight loss, pale mucous
membranes, hepatomegaly and splenomegaly and the presence of ticks R. sanguineus and find
hematologic thrombocytopenia. The laboratory diagnosis was confirmed by direct
identification of morulae of Ehrlichia sp. in blood smears stained with Giemsa. After
weighing all of 12 dogs, they were individually treated with doxycycline at a dose of 10mg/kg
body weight every 12 hours for 21 days, during which assessments were made of clinical and
hematologic exams. Some clinical changes were observed during the evaluation period as
fever, anorexia, vomiting, diarrhea, pale mucous membranes, splenomegaly and
lymphadenopathy presenting these standard parameters the 21 days of treatment. The
abnormalities found were thrombocytopenia and normochromic normocitic anemia. In the
days +14 and +21, the mean counts of red blood cells and hematocrit value were within
normal physiological parameters for the species. There was a statistically significant
difference between days -1 and +21 by red blood counts and hematocrit values. At the end of
treatment, all animals were normalized to platelet count, statistically significant differences
between days -1 and +21. It is concluded that there was clinical-hematological normalization
at the end of the treatment period and that it administered at a dose of 10mg/kg over 21 days
produced no clinical and hematological reactions.

Key words: Antibioticotherapy, Ehrlichia spp., Hematology.
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1 INTRODUCAO

A erliquiose monocitica canina, doenca infecciosa de distribuicdo mundial, ¢ causada
pela rickettsia Ehrlichia canis, parasita intracelular obrigatério de células mononucleares
caninas e transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus. As anormalidades clinicas e
hematologicas sdo variadas, dependendo da linhagem de Ehrlichia spp., da resposta imune do
cdo e da presenca concomitante de outras doengas. Entre as diversas anormalidades
hematologicas, a trombocitopenia ¢ um achado predominante. Como a doenga pode se
manifestar através de uma grande variedade de sinais clinicos, os médicos veterinarios,
particularmente aqueles que trabalham em regides endémicas, devem sempre considerar a
possibilidade de infeccdo por Ehrlichia spp., especialmente em cdes com sinais nao
especificos da doenga. O periodo de incubagdo da doenga pode variar entre dias para os casos
agudos ou meses ou anos nos cursos cronicos, que geralmente sdo fatais. Entre as fases aguda
e cronica, pode ocorrer um periodo no qual ndo existem alteragdes fisiologicas perceptiveis ao
exame clinico, sendo denominada de fase subclinica,que pode durar anos até que a doenga
evoluir para a cronicidade.

O exame clinico acompanhado do historico e de exames complementares representam
uma triade fundamental para uma abordagem inicial segura do paciente. Exames laboratoriais
rotineiros sdo utilizados como importante ferramenta diagnostica como a detec¢do do parasita
por meio de microscopia Optica, hematoscopia, utilizando-se esfregacos sangiliineos corados
pelo método May-Grunwald-Giemsa ou por técnicas soroldgicas e moleculares.

Diferentes farmacos tém sido utilizados como alternativa ao uso das tetraciclinas no
tratamento da ehrlichiose, entretanto muitos deles tem restricdes quanto a sua administracao
por provocar inimeros efeitos colaterais e pela variavel resposta terapéutica ao antibiotico.
Dessa forma, a doxiciclina ¢ reconhecida como droga de escolha no tratamento da ehrlichiose
por ter minimos efeitos colaterais e efetividade no tratamento, embora longos periodos de
terapia possam selecionar sepas bacterianas resistentes a droga.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a recuperagdo clinico-hematoldgica de
caes naturalmente infectados por Ehrlichia sp. e tratados com doxiciclina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doxiciclina

As tetraciclinas sao antibioticos de amplo espectro com caracteristicas antimicrobianas
similares, mas diferem entre si com relagdo ao espectro e disposi¢cdes famacocinéticas.
Existem tetraciclinas de ocorréncia natural (oxitetraciclina, clortetraciclina e
demetilclortetraciclina) e varias outras que s3o derivados semi-sintéticos (tetraciclinas,
rolitetraciclina, metaciclina, minociclina, doxiciclina, limeciclina, entre outras). Estas sao
utilizadas para tratar tanto as infec¢des locais quanto as sistémicas (KAHN, 2008).

A doxiciclina ¢ um farmaco pertencente a classe dos antibidticos tetraciclicos, tendo
seu mecanismo de ag¢do envolvido com a liga¢ao a subunidade 30S do ribossomo inibindo a
sintese protéica. Sua acdo € bacteriostatica atuando sobre amplo espectro de microorganismos,
incluindo bactérias, alguns protozoarios e rickettsias (PAPICH et al., 2009).

Em concentracdes elevadas, as tetraciclinas comprometem a sintese de proteinas das
cé¢lulas de mamiferos. Entretanto, como as células destes carecem do sistema de transporte
ativo encontrado nas bactérias, € o alvo ribossomico € menos sensivel, as tetraciclinas sdo
seletivamente ativas contra bactérias (HARDMAN et al., 2003). A doxiciclina difere,
portanto, das demais tetraciclinas por apresentar maior lipofilicidade resultando em maior
penetragdo tecidual, maiores volumes de distribuigdo e melhores propriedades
antimicrobianas. Além disso, também possui maior capacidade de ligagdo a proteinas
plasmaticas, o que prolonga sua meia-vida (ADAMS, 2003).

A doxiciclina ¢ geralmente o fArmaco de escolha no tratamento de algumas doencgas
transmitidas por carrapato em animais, com eficacia demonstrada em pesquisas. Além disso, ¢
usada no controle de alguns protozodrios e bactérias dos géneros Rickettsia e Ehrlichia sendo
considerada padrdo para o tratamento da ehrlichiose canina por melhorar sinais clinicos e
anormalidades clinico-patologicas em caes infectados (DAGNONE et al., 2001; MACHADO,
2004).

Os antibioticos do grupo das tetraciclinas sdo riquetsiostaticos e ndo riquetsicidas e,
portanto, a duragdo do tratamento ¢ importante (AMYX et al., 1971). Andereg e Passos
(1999) relataram que a duragdo da terapia €, provavelmente, mais importante que a dosagem
ou o quimioterapico utilizado e que o tratamento deve durar de trés a quatro semanas nos
casos que ha resposta eficiente, ou periodos maiores que seis semanas em animais na fase
cronica da doenga.

As dosagens e a duragdo do tratamento de cdes com ehrlichiose sdo variaveis. Greene
(1998) afirma que a tetraciclina (22mg/kg, por via oral, a cada 8 horas) deve ser usada no
minimo por duas semanas nos casos agudos e de um a dois meses nos casos cronicos,
enquanto a doxiciclina (5-10mg/kg/dia, por via oral ou endovenosa) deve ser usada por 10 a
14 dias. Ja Couto (1998) sugeriu o tratamento com doxiciclina (2,5 a Smg/kg, por via oral, a
cada 12 a 24 horas), por dez a 14 dias ou com tetraciclinas (22mg/kg, por via oral, a cada 8
horas) por 14 a 21 dias. Barr (2000) relatou que o tratamento com doxiciclina deve ser feito
por 14 dias, por via oral, podendo ser administrado pela via endovenosa por cinco dias se o
cdo estiver vomitando. Ja Neer et al. (2002) recomendam o protocolo de tratamento para
ehrlichiose canina com doxiciclina na dosagem de 10mg/kg/dia por 28 dias.

O uso das tetraciclinas requer preocupagdes clinicas especiais, por apresentar alguns
efeitos colaterais e toxicidade, exigindo assim, muita cautela. A superinfec¢do por patdégenos
ndo suscetiveis, como fungos, leveduras e bactérias resistentes, ¢ sempre uma possibilidade
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quando antibidticos de amplo espectro sdo utilizados. Disturbios gastrintestinais podem
ocorrer apos administragdo tanto por via oral quanto parenteral. O fato das tetraciclinas
interferirem com a sintese protéica, até mesmo nas células do hospedeiro, e entdo tenderem a
fazer catabolismo, pode implicar no aumento da uremia. S3o também potencialmente
nefrotoxicas e contra-indicadas (exceto a doxiciclina) em casos de insuficiéncia renal.
Reagdes de hipersensibilidade podem ocorrer em gatos, que demonstram uma reacao “febril a
droga”, freqiientemente acompanhada por vOmito, diarréia, depressdo, inapeténcia e
eosinofilia (SMITH; LEYDEN, 2005; KAHN, 2008).

Efeitos colaterais no uso da doxiciclina s3o descritos como irritagdo do trato
gastrintestinal (RIVIERE; SPOO, 2001) e estrictura esofagica apds tratamento com
comprimidos em gatos (MELANDEZ et al., 2000; MCGROTTY; KNOTTENBELT, 2002;
GERMAN et al., 2005) bem como descoloragdo dos dentes e retardo no crescimento quando
administrada a animais jovens (MAJCHERCZYK; SZYMANSKA-JACHIMCZAK, 1965).

Acredita-se que o desenvolvimento de transtornos gastrintestinais em animais tratados
com doxiciclina ocorre por mudangas na microbiota entérica natural bem como por irritagao
esofagica, gastrica e intestinal. A atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT)
aumenta continuamente durante o tratamento com este farmaco como resultado de lesdo ou
desestabilizacdo da membrana celular hepatica em vez de devido a ativacdo enzimadtica
(GREENE; WATSON, 2006). A inducdo da hepatotoxicidade pelas tetraciclinas foi
comprovada por causar aumento na atividade das enzimas hepaticas, tais como ALT e
fosfatase alcalina (KAUFMAN; GREENE, 1993).

2.2 Ehrlichiose Canina

A ehrlichiose canina esta entre as mais graves doencas infecciosas que acometem o0s
caes, causada por bactérias do género Ehrlichia, principalmente pela espécie Ehrlichia canis,
agente etiologico da ehrlichiose monocitica canina (EMC) (WOODY; HOSKINS, 1991;
DUMLER et al., 2001). Esta doenca ampla distribuicdo e ocorre principalmente em regides
tropicais e subtropicais devido a distribuicdo geografica do vetor bioldgico, o carrapato
Rhipicephalus sanguineus (GROVES et al., 1975; ANDEREG; PASSOS, 1999).

A EMC caracteriza-se por ser uma sindrome potencialmente fatal (TENG et al., 2003)
e altamente variavel com quadros clinicos semelhantes a muitas doencas infecciosas e
metabolicas, o que dificulta o diagnéstico diferencial em fungdo de variagdes na etiologia,
potencial e susceptibilidade do hospedeiro (COUTO, 1998a; KAKOMA et al., 2000).

2.2.1 Agente etiologico

O género Ehrlichia faz parte de um grupo de bactérias gram-negativas, parasitas
intracelulares obrigatérios de células hematopoiéticas maduras ou imaturas, especialmente do
sistema fagocitario mononuclear, tais como monoécitos e macrofagos e, para algumas espécies,
em células mielodides, tais como neutrofilos. As espécies deste género sdo separadas de acordo
com as cé¢lulas que infectam. As ehrlichias monocitotropicas, como E. canis e E. chaffeensis
alojam-se em células do sistema reticuloendotelial do figado, bagco e linfonodos, onde se
replicam, por fissdo bindria, inicialmente em macrdéfagos e linfocitos (IMMELMAN;
BUTTON, 1973; HOSKINS, 1991; KEYSARY et al., 1996; DUMLER et al., 2001; NEER;
HARRUS, 2006).

Segundo Dumler et al. (2001), o género Ehrlichia contempla as espécies E. canis, E.
chaffeensis, E. ewingii, E muris e E. ruminantium. As que podem infectar os cdes sdo E.
canis, E. chaffeensis e E. ewingii, sendo E. canis a causa mais comum de infeccdo nesses
animais e considerada a mais severa (WANER et al., 1995; ALMOSNY, 2002).



2.2.2 Transmissao de Ehrlichia spp.

Em cdes, o principal mecanismo de transmissao de Ehrlichia spp € por meio da saliva
do carrapato vetor Rhipicephalus sanguineus que, no momento do repasto sanguineo, inocula
sua secre¢do salivar infectada no local da picada (GROVES et al., 1975; SMITH et al., 1976).

As larvas e ninfas do carrapato se infectam ao ingerir o sangue do animal na fase
aguda da doenga, através da ingestdo de leucdcitos parasitados (SMITH et al., 1976; LEWIS
et al., 1977; NEER; HARRUS, 2006). A infeccdo do carrapato ¢ mais facil de acontecer
durante as trés primeiras semanas pos-infecgdo do cdo. Isto acontece porque os leucocitos
contaminados estdo prevalentes na circulacdo durante os estagios iniciais da infec¢do
(WOODY; HOSKINS, 1991).

Nos carrapatos, a transmissdo ocorre de forma transestadial e ndo ocorre a infecgdo
transovariana, ou seja, E. canis se desenvolve em larvas, ninfas e adultos de R. sanguineus,
mas o produto da postura ¢ isento do parasito (GROVES et al.,1975; SMITH; RISTIC, 1977;
HOSKINS, 1991; RIKIHISA, 1991; DUMLER; BAKKEN, 1995; BREMER et al., 2005).

Apesar de Donatien e Letoquard reportarem em 1937 a transmissdo transovariana de
E. canis em R. sanguineus, outros estudos realizados posteriormente demonstraram que
nenhum, entre 400 carrapatos fémeas infectadas, transmitiram o parasito para a sua progénie
(GROVES et al, 1975; LEWIS et al., 1977). Sendo assim, como ndo haveria transmissao
transovariana, as larvas de R. sanguineus ndo seriam importantes na transmissdo, porém
podem se infectar com o agente mantendo a infecgdo até o estdgio adulto (GROVES et al.,
1975; BREMER et al., 2005) e ainda transmitir o patégeno por até 155 dias pds-infec¢ao
(SMITH et al., 1976; RIKIHISA, 1991).

Alguns autores também relatam a possibilidade da transmissdo por transfusdes
sanguineas (WOODY; HOSKINS, 1991; HARRUS et al., 1998; BREITSCHWERDT, 2000).
De acordo com Breitschwerdt (2000) ¢ possivel que a infeccdo ocorra por meio de sangue
proveniente de cdo cronicamente infectado ha mais de cinco anos.

Outras formas de transmissdo, realizadas experimentalmente, foram descritas como
inoculacdo do agente etiologico por via subcutanea, intravenosa e intraperitonial de sangue ou
emulsdo de 6rgaos (SWANGO et al., 1989; HOSKINS, 1991).

2.2.3 Ciclo biolégico de Ehrlichia sp.

Nyindo et al. (1971) estudaram o desenvolvimento de E. canis em mondcitos
infectados de caes através de cultivo in vitro e observaram que era semelhante as Clamideas,
apresentando trés estagios de desenvolvimento: corpisculo elementar, corpusculo inicial e
morula. O desenvolvimento das morulas inicia-se em um Unico corpusculo elementar dentro
do mondcito infectado, onde se multiplica formando inclusdes citoplasmaticas imaturas,
denominadas corpusculos iniciais, os quais se desenvolvem apos sete a doze dias de
incubagao, formando as morulas (NYINDO et al., 1971; SIMPSON, 1972; McDADE, 1990).
Neste estagio, muitos monocitos estdo trés a quatro vezes maiores que o seu tamanho original
e podem conter uma ou mais morulas, e cada mérula contém varios corpusculos elementares.
Quando a morula se rompe, os corpusculos elementares sdo liberados infectando a célula e
esta acaba por romper-se dando inicio a um novo ciclo infeccioso (SWANGO et al., 1989;
McDADE, 1990).



2.2.4 Patogénese e sinais clinicos da ehrlichiose

O periodo de incubacdo da EMC varia de oito a vinte dias (HARRUS et al., 1997b).
Alguns estudos sugerem que a patogénese da doenca seja atribuida a resposta imune do
hospedeiro mais que ao efeito direto da rickettsia (CODNER et al., 1985; MATUS et al.,
1987; HARRUS et al., 1996).

A enfermidade ¢é multissistémica, com tendéncias a sangramentos (devido a
trombocitopenia e vasculite), linfadenopatia, esplenomegalia e pode afetar o sistema nervoso
central, olhos (uveite anterior) e pulmdes (raramente afetados por vasculite). Os achados no
historico incluem além de sangramentos espontaneos (epistaxe), letargia, depressdo, anorexia
e perda de peso, febre, angustia respiratéria, ataxia, inclinagdo da cabega e dor ocular (BARR,
2000).

A doenca apresenta trés fases identificadas de acordo com as alteragdes clinicas e
hematologicas, podendo ser: aguda, subclinica ou assintomatica e, em alguns casos, cronica.
(RIKIHISA, 1991; WOODY; HOSKINS, 1991; HARRUS et al.,, 1997b; NEER, 1998;
BREITCHWERDT, 2000; SKOTARCZAK, 2003).

Fase aguda

Na fase aguda, que pode durar de duas a quatro semanas, o agente se replica em
leucdcitos mononucleares, disseminando-se para 6rgdos como figado, bago e linfonodos
(RODGERS et al., 1989; NEER, 1998; HARRUS et al., 1999; DAGDONE et al., 2001), onde
se multiplicam primariamente em macrofagos e linfocitos resultando em hiperplasia
linforeticular, podendo causar aumento desses orgdos (TROY; FORRESTER, 1990;
DAVOUST, 1993). As células infectadas sdo transportadas pela corrente sanguinea para
pulmdes, rins e meninges, aderindo-se ao endotélio vascular e produzindo vasculite e infeccao
do tecido subendotelial (GREENE; HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997a;
BREITSCHWERDT, 2000). A vasculite e os mecanismos imunomediados induzem a
trombocitopenia e possiveis quadros hemorragicos (GREENE, 1998). A trombocitopenia,
devido a destrui¢do periférica de plaquetas, com ou sem anemia e leucopenia (ou leucocitose),
¢ comum durante esta fase (COUTO, 1998a).

Harrus et al. (1996) observaram, em estudo realizado com seis cdes da raca Beagle
infectados experimentalmente com E. canis, que a agregacdo plaquetaria foi inibida pelo soro
de cinco dos cdes infectados, sugerindo que a disfunc¢do plaquetaria pode estar presente no
estagio agudo da doenca. Relataram, ainda, que uma possivel explicagdo para a inibigdo da
agregacdo plaquetdria poderia ser a presenca de anticorpos anti-plaquetas no soro dos caes
infectados com E. canis na fase aguda da doenca.

Nesta fase, os achados do exame fisico incluem depressdo, anorexia, perda de peso,
febre, linfadenopatia generalizada, secre¢do oculonasal, que pode ser muco-purulenta,
vOmitos, fraqueza, rigidez e relutdncia em caminhar, edema de membros e de bolsa escrotal,
tosse, cianose, estertores pulmonares, dispnéia ou intolerdncia a exercicios devido a
pneumonite, sinais neuroldgicos causados por meningoencefalite, hepatomegalia e
esplenomegalia (SWANGO et al., 1992; COUTO, 1998b; GREENE, 1998; ANDEREG;
PASSOS, 1999; BARR, 2000). Pode haver doenca difusa do SNC, ataxia com disfun¢ao do
neurdénio motor superior, disfungdo vestibular e hiperestesia generalizada ou local. Segundo
Couto (1998a,b), Andereg e Passos (1999) e BARR (2000), pode surgir petéquias e
equimoses devido a trombocitopenia, mas Greene (1998) relatou que as mesmas podem nao
ser evidentes.

A anemia caracteriza-se pela redugdo no nimero de hemacias, ou no teor de
hemoglobina, ou em ambos. E um reflexo de um estado patolégico. A anemia ocorre em
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razdo a uma excessiva perda de sangue (hemorragias), destruicdo (hemdlise), ou queda na
producdo de eritrocitos (BIRCHARD; SHERDING, 2003). Mecanismos imunoldgicos
também podem estar envolvidos na destruicao de eritrécitos (HARRUS et al., 2001).

Durante a fase aguda pode haver um aumento no seqiiestro e destruicao de células
sanguineas provocando uma pancitopenia transitoria, ja que a medula dssea continua a fungao
de producdo normalmente (BUHLES et al., 1975; PRICE et al., 1987). Nesta fase, a morte ¢
rara (GREENE, 1998) e carrapatos sdao encontrados em 40% dos casos (BARR, 2000). A
recuperagdo espontanea pode ocorrer € o cdo pode permanecer assintomatico ou desenvolver
a fase cronica (GREENE, 1998) um a seis meses (SWANGO et al., 1992) ou anos depois
(ANDEREG; PASSOS, 1999).

Fase subclinica

Ap6s a fase aguda, os cdes infectados podem se recuperar espontaneamente, entrando
na fase subclinica ou assintomatica, permanecendo infectados por longos periodos. Nesta
fase, cdes imunocompetentes podem debelar o parasita do organismo ou, ocasionalmente,
desenvolver a fase cronica da doenga (HARRUS et al., 1997b).

A fase subclinica geralmente ocorre seis a nove semanas apds a infeccdo inicial,
podendo durar de um a quatro meses (SWANGO et al., 1992) ou até anos (WANER et al.,
1997; ANDEREG; PASSOS, 1999). Além da persisténcia do parasito, ha aumento da resposta
por parte dos anticorpos resultando em hiperglobulinemia (BARR, 2000). Durante esta fase,
ha uma normaliza¢do do peso do animal, a temperatura volta ao normal e o cdo parece estavel
clinicamente. Entretanto, algumas alteragdes laboratoriais podem persistir especialmente uma
trombocitopenia branda (WOODY; HOSKINS, 1991).

Fase cronica

A fase cronica ocorre quando o sistema imune ¢ ineficaz em eliminar o
microorganismo (SWANGO et al., 1992; COUTO, 1998b; ANDEREG; PASSOS, 1999). A
severidade da doenca depende da cepa infectante, de doencas concomitantes, da alimentagao,
da suscetibilidade e da idade do animal (NEER, 1998; ANDEREG; PASSOS, 1999).

Segundo Andereg e Passos (1999), na fase cronica da doenga os animais sdo mais
suscetiveis a infecgdes secundarias, devido ao comprometimento do estado imunoldgico dos
animais. A principal caracteristica dessa fase ¢ a hipoplasia da medula 6ssea (BUHLES et al.,
1975; HARRUS et al., 1999), que leva a pancitopenia e ao aumento da destruicdo das
plaquetas (SWANGO et al., 1992). Pode ser evidenciado no hemograma por anemia nao
regenerativa, leucopenia e trombocitopenia (HUXSOLL et al., 1970; MYLONAKIS et al.,
2003).

Os sinais clinicos e alteragdes hematoldgicas podem variar de ausentes até
extremamente graves, dependendo do caso em questdo (NEER, 1998; BREITSCHWERDT,
2000). Os mais freqlientes sdo anorexia, fraqueza, depressdo, palidez de mucosas devido a
anemia, perda de peso cronica, artrite (rara), sangramento espontdneo, linfadenopatia
generalizada, hepatomegalia, uveite posterior e/ou anterior, esplenomegalia acentuada, edema
de membro intermitente, febre, edema escrotal, hifema, hemorragia e descolamento de retina
com cegueira, edema corneal, convulsoes (raras), glomerulonefrite pela deposi¢ao de
imunocomplexos, insuficiéncia renal, pneumonia intersticial, infec¢des secundérias diversas e
distarbios reprodutivos (SWANGO et al., 1992; COUTO, 1998b; ANDEREG; PASSOS,
1999; BARR, 2000). Podem ocorrer sinais neuroldgicos causados  por
meningoencefalomielite (SWANGO et al., 1992; COUTO, 1998b) e entdo, ataxia cerebelar,
depressdo, paresia e hiperestesia associadas a meningite (GREENE, 1998).



A epistaxe ocorre num pequeno percentual dos casos,mas quando presente em caes
que apresentam os sintomas gerais da ehrlichiose cronica, ¢ encarada como caracteristica da
enfermidade (SWANGO et al., 1992). Com freqiiéncia, a trombocitopenia severa pode causar
hemorragias e, nas ragas dolicoceféalicas, a epistaxe ¢ comum. Hematuria, melena e petéquias
e equimoses na pele e membranas mucosas podem ocorrer em todas as racas (GREENE,
1998). As crises hemorragicas ocorrem provavelmente quando a resposta da medula Ossea ¢
inadequada. Além disso, o periodo médio de vida das plaquetas em cdes infectados
cronicamente ¢ de quatro dias comparados com nove dias em cdes ndo infectados (SMITH et
al., 1975).

2.3 Alteracoes Laboratoriais

A trombocitopenia é o achado mais freqliente em cdes natural e experimentalmente
infectados por E. canis, observa-se queda no nimero de plaquetas ja na segunda semana pds-
infec¢do e permanecendo baixo durante toda a fase aguda e cronica da doenca (CASTRO,
1997; OLIVEIRA et al., 2000; MOREIRA et al., 2002; CASTRO et al., 2004; NAKAGHI,
2004). Trombocitopenias ndo acentuadas foram observadas por Almosny (1998) em caes
experimentalmente infectados, na fase aguda da doenca, revelando um caréter ciclico e com
alteracdes morfologicas das plaquetas a partir do terceiro até o 67° dia apods a infeccdo.
Segundo Harrus et al. (1997a), apesar da trombocitopenia ser a anormalidade hematologica
mais comum e consistente em todos os estagios da ehrlichiose monocitica canina, ndo deve
ser considerada um sinal patognomdnico da doenca.

Ribeiro et al. (2000a) descreveram as alteragdes hematologicas em 14 caes infectados
naturalmente com E. canis, cujas moérulas foram observadas em células mononucleares.
Ribeiro et al. (2000b) também descreveram as alteracdes hematologicas em dois caes
infectados naturalmente com o parasita Ehrlichia sp., cujas morulas foram observadas em
células mononucleares e plaquetas. Nos dois estudos, compararam-se os dados obtidos e com
a literatura consultada, detectou-se que a anemia, quando presente, geralmente era
normocitica normocrémica nao responsiva, devido a hipoplasia da medula éssea induzida por
acdo do agente causal, enquanto os resultados de leucogramas na ehrlichiose canina foram
variados.

2.3.1 Fase aguda

As tipicas morulas intracitoplasmaticas de E. canis sdo ocasionalmente observadas
microscopicamente em monocitos durante o estagio agudo da doenga (HARRUS et al.,
1997a). Sua observagdo ¢ dificil considerando que a visualizagdo das morulas no interior de
leucocitos ocorre durante a fase aguda da doenga e em aproximadamente 4% dos casos
(BULLA et al., 2004a).

Na fase aguda, os achados hematologicos tipicos incluem uma trombocitopenia
caracteristica que pode ser de moderada a severa, anemia normocitica normocromica de leve a
moderada e leve reducdo na contagem total de leucdcitos. A trombocitopenia é caracteristica
desse estagio e marcada pela presenca de megaplaquetas em sangue periférico (WANER et
al., 1995).

Segundo alguns autores, a leucopenia ocorre por volta da terceira e quarta semanas de
infeccdo experimental em cdes com E. canis, com aumento de mondcitos, enquanto a
contagem de neutrofilos segmentados, eosindfilos e linfocitos apresenta queda significativa
dos valores (CASTRO, 1997; MOREIRA et al., 2002.; CASTRO et al., 2004). J& Almosny
(1998) observou pequenas elevagdes na contagem de leucocitos em caes infectados por E.



canis, com discreta elevagdo dos mondcitos e sem alteragdo significativa dos neutrofilos
segmentados, linfocitos e de eosindfilos.

Podem ocorrer alteracdes ndo especificas, como: aumentos suaves na atividade da
alanina aminotransferase (ALT) e da fosfatase alcalina (ALP) (COUTO, 1998b; BARR,
2000), na uréia, creatinina e bilirrubina total (BARR, 2000). H4 hiperglobulinemia (COUTO,
1998; BARR, 2000), que aumenta progressivamente em uma a trés semanas apos a infec¢ao
(BARR, 2000). Pode ocorrer também hipoalbuminemia, usualmente, devido a perda renal e
proteindria pode ou ndo estar acompanhada de azotemia (BARR, 2000). Hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia e hipergamaglobulinemia sdo alteragdes das proteinas séricas freqiientes
em cdes naturalmente infectados com E. canis, decorrentes da anorexia desenvolvida pelos
caes, de lesdes inflamatdrias e degenerativas hepaticas e glomerulonefrite (CASTRO, 1997,
CASTRO et al., 2004).

2.3.2 Fase subclinica

Na fase subclinica, podem-se identificar alteracdes hematologicas e bioquimicas
suaves (COUTO, 1998), sendo observadas hiperglobulinemia (BARR, 2000),
trombocitopenia persistente (SWANGO et al., 1992; BARR, 2000), anemia ndo responsiva e
respostas leucocitarias variaveis, desde leucopenia até linfocitose e monocitose (SWANGO et
al., 1992). A pancitopenia ¢ rara (ANDEREG; PASSOS, 1999).

Segundo Waner et al. (1997), ao caracterizarem a fase subclinica da ehrlichiose canina
em cdes da raga Beagle experimentalmente infectados, observaram que o achado
hematologico mais proeminente foi a redugdo da contagem e aumento no tamanho de
plaquetas. De acordo com esses autores, o aumento no tamanho das plaquetas sugere uma
trombopoiese ativa e resposta da medula dssea ao declinio de plaquetas na circulacao,
contrastando com a depressdo da medula dssea observada na fase cronica da doenga.

2.3.3 Fase cronica

Alguns caes, por razdes ainda ndo esclarecidas apresentam a fase cronica da doenca. A
forma severa dessa fase ¢ caracterizada por hipoplasia da medula 6ssea e deteriorizacdo da
producdo medular de todos os elementos do sangue, resultando em pancitopenia. Por essa
razdo, ocorre uma severa anemia ndo regenerativa, leucopenia e trombocitopenia. Em alguns
casos, os efeitos podem ser seletivos a apenas um ou dois elementos do sangue que podem
estar severamente reduzidos. O progndstico dos cdes na fase cronica ¢ grave podendo
eventualmente ocorrer o Obito por infec¢des secundarias ou hemorragias (HARRUS et al.,
1997b; HARRUS et al., 2004).

Ha hiperglobulinemia e a magnitude do aumento de globulinas correlaciona-se com a
duracdo da infeccdo, ocorrendo, usualmente, gamopatia policlonal, porém gamopatias
monoclonais (IgG), menos freqiientes, podem ocorrer (COUTO, 1998b; GREENE, 1998;
BARR, 2000). H4 hipoalbuminemia (COUTO, 1998b; BARR, 2000). O aumento da uréia e
da creatinina sdo devido a doenca renal primaria, devido a glomerulonefrite e a plasmocitose
renal intersticial, e ha proteinuria (COUTO, 1998b; ANDEREG; PASSOS, 1999; BARR,
2000).



2.4 Diagnostico

O diagnostico presuntivo da infec¢do por Ehrlichia spp. € baseado no conjunto de
sinais clinicos, alteracdes hematologicas e bioquimicas séricas indicativas de ehrlichiose
(DAGDONE et al., 2001, LAPPIN, 2001; GREENE, 2005; PINYOOWONG et al., 2007),
mas estes sinais podem ser confusos e variaveis pois diversos sinais clinicos associados com
a doenga sdo inespecificos (WOODY; HOSKINS, 1991; WANER et al., 2001)).

Os exames laboratoriais auxiliam o diagndstico definitivo, incluindo a identificag¢do de
morulas intracelulares em esfregago sangiiineo, detecgdo de anticorpos especificos contra o
agente infectante, deteccdo do DNA do patégeno por meio da reacdo de polimerizacdo em
cadeia (PCR) e/ou cultura celular do microorganismo (McBRIDE et al., 1996; DAGDONE et
al., 2001; KEYSARY et al., 2001; WANER et al., 2001; BULLA et al., 2004b; HARRUS et
al., 2004; MACIEIRA et al., 2005; TRAPP et al., 2006; AGUIAR et al., 2007).

A presenca de morulas intracitoplasmaticas de E. canis sdo mais facilmente
encontradas em caes experimentalmente infectados, em periodos de pico febril, na fase aguda
da doenga (CASTRO, 1997, ALMOSNY, 1998; SILVA, 2001; CASTRO et al., 2004).
Entretanto, na fase cronica, dificilmente sdo encontradas (OLIVEIRA et al., 2000; KRYM et
al., 2002; OLICHESKI et al., 2002; LEITE; RIBEIRO, 2003; NAKAGHI, 2004). A
evidenciacdo de morulas também € possivel em esfregacos corados de pungdo aspirativa da
medula dssea em cdes natural e experimentalmente infectados (SILVA, 2001; MOREIRA et
al., 2002).

2.5 Tratamento

No tratamento da chrlichiose canina, a tetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina e
dipropionato de imidocarb tém sido utilizados em clinicas e hospitais veterinarios no Brasil
(SOUSA et al., 2004). A tetraciclina apresenta algumas contra-indicagdes. Nao devem ser
usadas em cdes com menos de seis meses de idade, pois ha amarelamento permanente dos
dentes, e em pacientes com insuficiéncia renal, nos quais deve-se tentar o uso da doxiciclina,
pois esta pode ser eliminada pelo trato gastrintestinal (BARR, 2000). A oxitetraciclina ¢ o
farmaco de escolha no tratamento da EMC, seguido da doxiciclina (MONTEIRO et al., 2003).

A administragdo de doxiciclina, precedida ou ndo pelo dipropionato de imidocarb, ndo
parece interferir na resposta terapéutica de cdes com EMC. O dipropionato de imidocarb é
utilizado como uma alternativa razoavel a doxiciclina no tratamento da ehrlichiose, além de
ser eficaz contra babesiose (GREENE, 1998; BARR, 2000). E um parassimpaticomimético
anticolinesterdsico altamente efetivo em cdes com ehrlichiose refratdria e em cdes com
infecgoes mistas de E. canis e Babesia canis (COUTO, 1998b). Apesar de ser considerado
eficiente por alguns autores (SAINZ, 1996; SOUSA et al., 2004) outros estudos nado
observaram diferenga na resposta clinica quando comparado a doxiciclina, associado a esta
droga (SAINZ, 1996; SOUSA et al., 2004, PEDROSO, 2006) ou quando utilizado
isoladamente (SOUSA et al., 2004; EDDLESTONE et al., 2006; PEDROSO, 2006). Além
disso, este farmaco pode causar dor na aplicagdo e, devido aos seus efeitos
anticolinesterasicos, sinais parassimpaticos podem ocorrer em dez minutos apos a inje¢ao, tais
como: salivagdo, descarga ocular serosa, vomito, diarréia, tremores e dispnéia. Habitualmente,
estes sinais desaparecem em 30 minutos. Ocasionalmente, a aplicacdo subcutinea causa
abscessos estéreis e edema acentuado no local da injecdo (HARRUS et al., 1997a).

O cloranfenicol (20mg/kg, por via oral, a cada oito horas, por 14 dias) é uma droga
alternativa para filhotes com menos de seis meses de idade, pois evita a descolora¢do dos
dentes em erupcdo, causada pelas tetraciclinas. Deve-se alertar os clientes sobre os riscos a



saude, porque o cloranfenicol interfere diretamente na sintese da medula 6ssea, devendo ser
evitado em cdes com trombocitopenia, pancitopenia ou anemia (BARR, 2000).

As fluorquinolonas, agentes antimicrobianos sintéticos bactericidas (BOECKH, 1998),
sdo capazes de penetrar nos leucocitos (GORNIAK, 1999), sendo ativas contra patdgenos
intracelulares (BOECKH, 1998; GORNIAK, 1999). Sdo bem toleradas por animais e
humanos (WOODWAD, 2005), mas em algumas excecdes, os efeitos adversos ndo sao
severos quando comparados aos benéficos que elas produzem. Os tecidos alvos sdo a
cartilagem juvenil, o sistema nervoso central, o trato urindrio e o trato digestivo
(VACUTSEM et al., 1990). As altas concentragdes alcangadas por esses antimicrobianos na
urina e sua baixa solubilidade em 4gua em pH &cido resulta na formacao de cristais no trato
urinario ¢ podem ser responsaveis por lesdes renais. Este problema deve ser levado em
consideracdo quando se trata de carnivoros pois apresentam o pH urindrio baixo
(VACUTSEM et al., 1990). A toxicidade desta classe de medicamentos é na maior parte dose
dependente. A maioria das reacdes sdo consideradas pequenas e reversiveis quando o
tratamento ¢ descontinuado (MARTINEZ et al., 2006).

Uma das fluorquinolonas de segunda geragao, a enrofloxacina, foi considerada eficaz
no tratamento da erliquiose canina aguda por E. canis ¢ E. platys quando utilizada na dose de
Smg/kg/dia, durante 15 dias (KONTOS; ATHANASLOU, 1998). Segundo Couto (1998),
evidéncias recentes sugerem que a enrofloxacina, em doses terapéuticas, pode ser eficiente
nos caes com echrlichiose. Ribeiro et al. (2001) avaliaram a eficacia da enrofloxacina
(5mg/kg/dia, por via oral, por 15 dias) no tratamento da ehrlichiose canina aguda e cronica em
seis cdes naturalmente infectados e observaram que o farmaco foi eficaz na reversdo a curto
prazo da anemia e sinais clinicos nos animais tratados, mas relataram que um dos caes
apresentou uma melhora clinica que foi apenas temporaria, ocorrendo da anemia severa € nao
responsiva, seguida de o6bito, logo apds o término do tratamento. Assim, concluiram que a
enrofloxacina ndo foi um tratamento 100% eficaz para a ehrlichiose canina. Ja Neer et al.
(1999) observaram que a enrofloxacina ndo mostrou valor terapéutico no tratamento de
infec¢do experimental por E. canis.

A azitromicina tem sido utilizada por alguns veterinarios como op¢ao terapéutica nos
casos de reinfec¢do com E. canis, ou em situagdes como animais gestantes e filhotes, por
causar menos efeitos colaterais. Segundo Cantadore (2008), o tratamento de animais doentes
com azitromicina na dose de 20mg/kg a cada 24 horas durante sete dias, ndo ¢é capaz de
eliminar E. canis de caes naturalmente infectados e levar a recuperacao clinica e hematologica
destes animais.

Corticosteroides também sao indicados na preservagdo da integridade vascular ou da
fun¢do plaquetaria, principalmente na fase cronica e grave da EMC (SOUZA et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao do Estudo e Selecao dos Animais

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) do Departamento de Parasitologia
Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
localizada no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

Foram selecionados 12 animais da raca Beagle, no periodo de outubro de 2008 a
outubro de 2009, de um total de 90 cdes mantidos no canil experimental do LQEPV, com
sinais clinicos compativeis com os freqlientemente encontrados em cdes com ehrlichiose,
como febre, anorexia, vomito, emagrecimento, mucosas hipocoradas, presenga de petéquias,
hepato e esplenomegalia, além da presenca de carrapatos R. sanguineus e do achado
hematologico de trombocitopenia. O diagnostico laboratorial foi confirmado pela
identificacdo direta de morulas de Ehrlichia sp. em mondcitos ou linfocitos de amostras de
sangue periférico (borda de orelha) corados por Giemsa (Figuras 1 e 2).

Todos os animais sdo identificados por meio de microchip' implantados no tecido
subcutaneo, entre as escapulas.

3.2 Habitacio e Manejo dos Animais

Os caes foram alojados em canis de piso de terra e grama com um abrigo de alvenaria
nas dimensdes de 2x4m. A limpeza do ambiente foi realizada diariamente efetuando-se a
retirada das fezes e a alimentagdo foi por meio de bebedouros e comedouros automatizados.
Os animais foram manejados diariamente e mantidos com agua fresca e ragdo comercial?,
com niveis de 12% de umidade (médximo), 4% matéria fibrosa (maximo), 24% de proteina
bruta (minimo), 8% de matéria mineral (maximo), 12% de extrato etéreo (minimo), 2% de
calcio (maximo) e 1% de fosforo (minimo).

3.3 Avaliaciao do Tratamento com Doxiciclina em Caes da Raca Beagle com Ehrlichiose

O inicio do tratamento foi considerado o dia 0. No dia -1, 24 horas antes do
tratamento, os 12 animais selecionados foram avaliados clinicamente quanto a freqiiéncia
respiratoria, cardiaca e pulmonar, temperatura corporal, coloragdo de mucosas, ausculta
cardiopulmonar, presenga ou ndo de esplenomegalia, presenca ou ndo de linfadenomegalia,
presenga ou auséncia de vomito, presenca ou auséncia de diarréia, ingestdo de alimento e
presenca ou auséncia de petéquias. Além disso, amostras de sangue foram coletadas para
realizacdo de hemograma.

Apbs a pesagem dos animais em balanca eletronica, os 12 cdes foram tratados
individualmente com doxiciclina’, na dose de 10mg/kg de peso corporal, por via oral, a cada
12 horas por um periodo de 21 dias. Os animais medicados foram observados durante 20
minutos apés a administracdo da medicagdo. Nenhum outro antibiotico ou tratamento de
suporte foi utilizado no periodo do estudo.

! Animal Tag® Transponderes implantaveis ISSO FDX-B 12 x 2mm
? Classe”™ - Empresa Du Bom
3 Doxitec® 100mg - Sintec do Brasil
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Os dados dos animais referentes ao peso, sexo, idade e quantidade da medicacao
administrada se encontram na Tabela 1.

Tabela 1. Dados referentes ao peso, sexo, idade e quantidade da medicagdo administrada dos
caes da raca Beagle com ehrlichiose selecionados para avaliagdo de possiveis alteragdes
ocasionadas pela doxiciclina.

Dados
Animal — Np Fio Sexo Idade Peso antes do Peso ap6so  Dosagem Dosagem
chip (anos)  tratamento(kg) tratamento(kg) (mg) (comprimido)
1 300020 F 4 11 12,3 110 1172
2 291090 F 4 10 11,5 100 1
3 274848 M 3 10,5 11 105 1172
4 278555 F 1 9,5 10 95 1
5 290901 M 1 12 12,4 120 1172
6 293700 M 1 12,3 13,1 123 1172
7 296630 M 2 10,7 11,9 107 11/2
8 287585 F 2 10,2 11 102 1172
9 280610 F 2 9,5 11,2 95 1
10 270719 F 3 9,6 10,7 96 1
11 258139 5 10,4 10,9 104 1172
12 246514 M 5 11,1 11,5 111 11/2

Apbs o inicio do tratamento, nos dias +7, +14, +21, +25 e +28, todos os animais foram
reavaliados efetuando-se os exames clinicos como no dia -1. Nos dias +7, +14 e +21, também
foram coletadas amostras sanguineas, obtidas mediante venipung¢ao jugular, para realizagdo de
hemogramas completos (contagem de hemaécias, leucocitos e plaquetas), a fim de se observar
possiveis variagdes nos valores de eritrdcitos, leucocitos, plaquetas e dosagem de proteina
total durante o tratamento. Adicionalmente, foi realizada pesquisa de hemoparasitos por meio
de esfregagos sanguineos de borda de orelha e de capa leucocitaria.

O sangue dos animais foi coletado nos tempos pré-determinados com vacutainer da
marca BD com capacidade para 2mL sendo utilizado frasco com EDTA e mantidos sob
refrigera¢do. Logo apos a coleta, as amostras foram submetidas a realizagdo dos hemogramas
no setor de analises clinicas do LQEPV. Para o processo de hematimetria ¢ leucometria foi
utilizado o aparelho eletronico Poch 100 IV Roche. A contagem diferencial de leucécitos foi
realizada através de esfregagos sanguineos corados com conjunto de corantes pandtico
Instant-Prov* e a determinagdo de proteina por refratdmetro manual.

* Newproo® Produtos para Laboratério
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3.4 Analise dos Dados

Os resultados dos parametros avaliados foram comparados com os obtidos na
literatura como indicativos de normalidade (valores minimos e maximos) em fun¢ao da
espécie, segundo Kahn (2008) e dispostos na Tabela 2.

Quanto aos resultados dos exames hematoldgicos empregou-se a transformacdo
logaritmica, com Log natural de n+1, tendo em vista que alguns parametros apresentaram
coeficiente de variagdo (CV) superior a 30%. Utilizou-se o método paramétrico teste T de
Student para comparar os valores médios dos parametros hematologicos dos animais no dia -1
(antes do tratamento) e no dia +21 (fim do tratamento). O nivel de significancia considerado
foi de 95% (p<0,05) As analises foram realizadas pelo programa estatistico Bioestat 5.0.

Tabela 2. Valores de referéncia dos parametros hematoldgicos de caes, segundo Kahn (2008).

Eritrograma Leucograma Outros

Hemacias 550 - 8.50 Plaquetas  150.000 -
(10° cels / p) ’ ’ Leucocitos (céls/pl) 6.000 - 17.000 (céls/ul)  500.000
Hematocrito (%) 37-55 Mieldcitos (céls/ul) 0-0

Metamieldcitos 0-0 Proteinas
Hemoglobina (g/dl)  12,0-18,0 (céls/ul) (g/dl) 5,5-8,0
VGM (fentolitros) 60,0 - 77,0 Bastdes (céls/pl) 0—540
CHGM (%) 31,0-36,0 Segmentados (céls/ul)  3.000 - 11.100

Linfocitos (céls/pl) 1.000 - 4.800

Mondcitos (céls/pl) 150 - 1.350

Eosinofilos (céls/pl) 100 - 1.250

Basofilos (céls/ul) 0-200
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Figura 1. Fotografia de 1aminas de esfregaco de sangue periféricos dos caes 300020, 291090,
274848, 278555, 290901 e 293700 no dia -1 demonstrando a presenca de morulas de
Ehrlichia sp. (ponta de seta) no interior de leucocitos.
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Figura 2. Fotografia de 1aminas de esfregaco de sangue periféricos dos caes 296630, 287585,
280610, 270719, 258139, 246514, no dia -1 demonstrando a presenga de morulas de
Ehrlichia sp. (ponta de seta) no interior de leucdcitos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao dos Parametros Clinicos de Caes da Raca Beagle com Ehrlichiose
Tratados com Doxiciclina

No presente estudo, febre, anorexia, vOmito, diarréia, mucosas hipocoradas,
esplenomegalia e linfaedenomegalia, foram os principais sinais clinicos observados nos caes
durante o periodo de avaliagdao (Tabela 3). Nakaghi (2004) ao realizar exame fisico em caes
com ehrlichiose atendidos no Hospital Veterinario da UNESP em Jaboticabal constatou
achados clinicos semelhantes com o presente estudo. Para outros autores estes achados sao
citagoes freqiientes (TROY; FORRESTER, 1990; WANER et al., 1999; FARIA, 2006).

Tabela 3. Nimero de animais que apresentavam alteragdes clinicas nos diferentes dias de
avaliacdao (n=12 animais).

~ . Dias
Alteragdes Clinicas 1 7 14 1 5 R
Febre 4 1 0 0 0 0
Anorexia 5 0 0 0 0 0
Vomito 2 2 0 0 0 0
Diarréia 0 3 0 0 0 0
Mucosas hipocoradas 9 6 1 0 0 0
Esplenomegalia 12 11 1 0 0 0
Linfadenomegalia 6 0 0 0 0 0

Febre oscilando entre 39,7°C e 40,8°C foi observada em quatro animais antes do
tratamento. Semelhante as observacdes feitas por Woody e Roskins (1991) e Harrus et al.
(1997b) que indicam como causas mais provaveis deste sinal clinico as alteragdes
inflamatorias e hiperplasia do sistema fagocitico mononuclear, com liberagdo de pirdgenos
que causam febre e debilidade no estado geral do paciente com ehrlichiose. No dia +7, um
animal apresentou quadro febril com temperatura de 39,6°C e entre os dias +14 e +28,
nenhum animal apresentou temperatura corporal fora dos parametros fisiolégicos normais.

Em cinco animais foram observados anorexia e debilidade mas apds o inicio do
tratamento a ingestdo de alimento foi normalizada e os caes ganharam peso até o fim do
periodo de tratamento.

Dois animais apresentavam vomito antes do tratamento. Um desses animais também
vomitou no dia 0, mas nas demais avaliagdes este sintoma ndo esteve presente. No periodo de
observagao, alguns caes apresentaram vOmito apds a administracdo da doxiciclina, nos dias
+1, +3, +7 e +8 (Tabela 4), fato explicado porque animais tratados com este farmaco podem
desenvolver irritacdo da mucosa gastrica (GREENE; WATSON, 2006).
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Tabela 4. Avaliagdo individual do parametro clinico presenca de vomito em caes da raga Beagle, com ehrlichiose tratados com doxiciclina.

Animal Dias
mmakTm o 0 1 2 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
2 - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - -
6 - -+ - - - - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - - - - - - -
8 + - - + - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - - - -
10 -+ - - - - - - - - - - - - - -
11 + - -+ - - - - - - - - - - - -
12 - - - - - - - - - - - - - - - -

+ presenga de vomito; -

auséncia de vomito
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Trés animais apresentaram fezes levemente diarréicas no dia +7. Segundo Greene e
Watson (2006), acredita-se que o desenvolvimento de transtornos gastrintestinais em animais
tratados com doxiciclina ocorra por mudangas na microbiota entérica bem como por irritagao
gastrica e intestinal.

Antes do tratamento, nove animais apresentavam mucosas hipocoradas, achado que
corrobora com os resultados dos exames hematologicos que indicavam anemia. A persisténcia
desse sintoma ocorreu apos o 7° dia de tratamento em seis animais € apenas um cao teve este
sintoma prolongado até o 14° dia de tratamento. Apds o dia +21, houve melhora da condig¢ao
clinica desse animal e normaliza¢do da coloragdo das mucosas. Segundo Almosny (2002),
mucosa hipocorada, apatia e emacia¢do sdo alteragdes também rotineiras em casos cronicos,
oriundos das alteragdes fisiopatologicas causadas por anemias, infiltragdes perivasculares e
hipoplasia medular, com pancitopenia e destruicdo de plaquetas.

Ao realizar a palpacdo abdominal no dia -1 foi observado alteragdo sugestiva de
esplenomegalia em todos animais. Na avaliacdo do dia +7, apenas um animal foi verificado a
reducdo do 6rgdo ao tamanho normal enquanto os outros ainda apresentavam esplenomegalia
mas em menor grau que na primeira avaliagdo. No dia +14, apenas um animal permaneceu
com este parametro levemente alterado. No exame clinico do dia +21, os 12 animais nao
apresentavam altera¢do sugestiva do aumento do 6rgdo, como as observagdes feitas por
Harrus et al (1998).

A persisténcia da esplenomegalia ¢ interpretada como um indicador clinico da
manuten¢do da infec¢do (HARRUS et al., 1998). De acordo com Harrus et al. (2003), existe a
possibilidade de que o parasita se “esconda” nos macrofagos do baco, o que constitui no
mecanismo de escape do microorganismo em relagdo a resposta imune de defesa do
hospedeiro. O bago tem um papel fundamental na patogénese da EMC, por ser o 6rgdo que
alberga o parasito durante a fase assintomatica e o ultimo a acomodar E. canis, antes de sua
eliminagdo do organismo do hospedeiro (HARRUS et al., 1998).

Andereg e Passos (1999) relatam que Ehrlichia se replica nas células mononucleares,
principalmente no sistema fagocitico mononuclear (SFM), resultando em hiperplasia dessa
linhagem celular e organomegalia (linfadenopatia, esplenomegalia e hepatomegalia). Segundo
Almosny (2002), linfoadenomegalia ¢ uma caracteristica freqiientemente observada na
ehrlichiose aguda, particularmente em virtude da natureza auto-imune e inflamatoria da
doenca. Isso explica a presenga de seis cdes apresentarem alteragdo sugestiva de
linfoadenomegalia no exame clinico do dia -1. A partir do dia +7, todos animais estavam com
linfonodos em tamanho normal.

Segundo Couto (1998a), Andereg e Passos (1999) e Barr (2000), podem aparecer
petéquias e equimoses devido a trombocitopenia, mas Greene (1998) relatou que as mesmas
podem ndo ser evidentes, dados semelhantes foram encontrados neste estudo pois em nenhum
animal foi observado a presenga desses sinais clinicos. Embora a presenca de petéquias e de
quadros hemorragicos difusos sejam sugestivos de ehrlichiose, Almosny (2002), menciona
que uma diminui¢do destas alteragdes poderia ser em decorréncia de adaptagdo parasito-
hospedeiro ou da cepa infectante.

Em decorréncia do tratamento, observou-se no periodo de intervalo existente entre a
primeira e segunda avalia¢do, que os animais ja mostravam melhora nos parametros clinicos
avaliados e no dia +21, final do periodo de tratamento, os cdes estavam completamente
recuperados. A rapida resposta clinica a terapia pode ser explicada pela interferéncia da fase
da doenca, j4 que a resposta ¢ mais rdpida na fase aguda e mais demorada na cronica
(BUHLES et al., 1974; HARRUS et al., 1998). Acreditando-se que os animais estavam na
fase aguda da doenga, devido a observacdo das morulas de Ehrlichia sp. no esfregago
sangiiineo pois sdo encontradas com mais freqiiéncia neste periodo (CASTRO et al., 2004), a
resposta ao tratamento ocorreu conforme esperado. Fato que corrobora Barr (2000) e Harrus
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et al. (1998), que indicam a doxiciclina como a tetraciclina de escolha para o tratamento da
ehrlichiose canina.

4.2 Avaliacao dos Parametros Hematolégicos de Caes da Raca Beagle com Ehrlichiose
Tratados com Doxiciclina

Os valores obtidos nas analises hematologicas dos animais, referentes a contagem de
eritrocitos (He), hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volume globular médio (VGM),
concentragdo de hemoglobina globular média (CHGM), plaquetas, proteina plasmatica total
(PPT), leucdcitos, contagem absoluta de linfocitos, neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e
basofilos estdo apresentados em tabelas e figuras a seguir.

4.2.1 Hemograma e contagem de plaquetas

O curso da ehrlichiose ¢ comumente associado a alteragdes hematologicas,
particularmente a trombocitopenia e anemia (HARRUS et al. 1997a,b; ALMOSNY, 1998),
que vao de encontro aos resultados obtidos neste estudo no momento do diagnostico (dia -1)
quando se avaliou os valores médios do hemograma.

De acordo com os valores de volume globular médio e concentragdo de hemoglobina
globular média (Tabela 8 e 9; Figuras 6 e 7), os quais classificam anemias e avaliam se a
medula d6ssea produz hemacias de tamanho e conteudo de hemoglobina normal ou ndo, os
caes apresentaram um quadro de anemia normocitica normocromica, quadro este, que pode
estar associado a auséncia de resposta medular na compensacdo da anemia. Esse tipo de
anemia foi diagnosticado por outros autores ao realizarem estudos com infestagdo natural e
experimental por Ehrlichia sp. (NEITZ; THOMAS, 1938; HUXSOLL et al., 1969;
HUXSOLL et al., 1972; HOSKINS, 1991; ALMOSNY, 1998; BORIN et al., 2009). Atuagao
do sistema monocitico-fagocitario, lise celular pela agdo do sistema complemento e supressao
da eritropoiese na medula 6ssea podem ser os mecanismos apontados como responsaveis pelo
quadro anémico da doenca (MOREIRA et al., 2003), sugerindo resposta medular nao
regenerativa ou pouco responsiva (WALDEMARIN et al., 2003; BUSH, 2004).

No dia +7 a média dos resultados hematologicos dos 12 caes envolvidos no estudo
indicaram que anemia normocitica normocrOmica persistiu mesmo apds o inicio do
tratamento (Tabelas 5 a 9; Figuras 3 a 7;). Nos dias +14 e +21, as contagens médias de
hemécias e valor de hematdcrito estavam dentro dos pardmetros normais para a espécie.
Houve diferenga estatistica significativa entre os dias -1 ¢ +21 na contagem de hemacias e nos
valores de hematdcrito.

Avaliando-se os resultados da série vermelha dos hemogramas de cada animal, foi
observado que antes do tratamento, oito animais apresentaram anemia enquanto no dia +7
apenas quatro permaneceram com este sintoma. No dia +14, embora a média dos resultados
tenha indicado recuperagdo da anemia, dois animais (cdes 1 e 2) ainda ndo haviam se
recuperado, porém na avaliacdo do dia +21, os pardmetros ja se encontraram dentro dos
valores de referéncia.

A contagem de plaquetas ¢ considerada um bom indicador da eficiéncia da terapia
contra Ehrlichia spp., de modo que a normalizagdo geralmente ocorre dentro de quatorze dias
apods o tratamento (HARRUS et al. 1998; NEER et al. 2002). Os resultados deste pardmetro
dos animais avaliados permitem corroborar tal afirmacdo. Antes do tratamento, todos os
animais apresentavam trombocitopenia (Tabela 10; Figura 8). Essa alteragdo hematologica
persistiu até o dia +14 quando avaliou-se a média de plaquetas, entretanto quatro animais ja
apresentaram contagem normalizadada. No fim do tratamento, os 12 animais estavam com
plaquetometria normalizada, havendo diferenca estatistica significativa entre os dias -1 e +21.
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Tabela 5. Valores observados, médias e desvio padrio das hemacias (x10° células/ul) nos
diferentes dias de avaliagdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com doxiciclina.

Animal Dias

-1 +7 +14 +21
1 1.47 2.73 4.68 5.59
2 1.75 3.01 4.98 5.61
3 6.14 6.28 6.58 7.21
4 5.44 6.02 6.45 7.69
5 4.50 5.33 5.73 6.03
6 7.32 7.39 7.42 7.59
7 4.46 5.00 5.66 5.87
8 4.85 5.63 5.98 6.29

9 5.49 5.79 6.02 6.82
10 4.53 5.26 6.13 6.59
11 4.29 542 6.09 6.91
12 6.28 6.68 7.11 7.57

Meédia 4.71 5.38 6.07 6.65
DP 1.71 1.35 0.78 0.77

Valores de referéncia: 5,5 a 8,5 x1 0° células/ul

e hédia -l Valores minimos  ++ ke Valorez maximos

9.00 -
800 -
7.00
6,00
5,00
4,00
3,00
2.00
1.00
0,00

Nimero de hemaceas (x10° cél/pl)

Dia -1 Dia +7 Dia +14 Dia+21

I¥ias de avaliacido

Figura 3. Valores observados de média e desvios padrio de hemacias (x10° células/ul) nos
diferentes dias de avaliagao.
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Tabela 6. Valores observados, médias e desvio padrao hematocrito (%) nos diferentes dias de
avaliacdo, para os 12 caes com ehrlichiose tratados com doxiciclina.

Animal Dias

-1 +7 +14 +21
1 10 19 30 38
2 12 17 28 39
3 37 39 47 48
4 37 40 42 45
5 29 36 40 42
6 47 49 51 51
7 28 34 40 41
8 32 38 43 46
9 35 41 42 44
10 28 33 39 42
11 28 37 40 45
12 41 42 45 51

Meédia 30.33 35.42 40.58 44.33
DP 10.76 9.14 6.42 4.23
Valores de referéncia: 37 a 55 %

e Niedia  --flk  Valores minimos  +-«ke* Valores maximos

60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00

20,00 1

Valorde hematocrito (%)

10,00 -

Dia -1 Dia +7 Dia +14 Dia +21

Dias de avaliacio

Figura 4. Valores observados de média e desvios padrao de hematocrito (%) nos diferentes
dias de avaliacao.
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Tabela 7. Valores observados, médias e desvio padrao de hemoglobina (g/dl) nos diferentes
dias de avaliagdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com doxiciclina.

Animal Dias
-1 +7 +14 +21

1 3.60 5.60 7.90 12.10
2 4.10 6.30 8.60 13.50
3 11.90 12.20 13.90 15.70
4 12.80 13.50 14.70 16.20
5 9.70 10.60 12.20 14.30
6 16.00 16.80 17.20 17.50
7 9.30 10.90 11.70 13.50
8 10.60 11.50 12.80 16.70
9 11.50 12.00 14.30 17.20
10 9.10 10.20 12.60 17.60
11 9.40 11.00 12.60 15.80
12 13.90 14.30 15.60 17.60
Média 10.16 11.24 12.84 15.64
DP 3.60 3.09 2.66 1.87

Valores de referéncia: 12 a 18 g/dl

20.00
18.00
16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
Q.00

Valorde Hemoglobia (g/dl)

e valores

=i -Valores minimos « o ofyes Valores maximos

Dia-1

Dia +7 Dia +14

Dias de avaliacdo

Dia +21

Figura 5. Valores observados de média e desvios padrao de hemoglobina (g/dl) nos diferentes

dias de avaliagdo.
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Tabela 8. Valores observados, médias e desvio padrao do volume globular médio (VGM)
(fentolitros) nos diferentes dias de avaliacdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com
doxiciclina.

Animal Dias
-1 +7 +14 +21
1 68 69 72 74
2 69 70 74 74
3 60 62 64 67
4 68 68 72 73
5 64 65 65 70
6 64 64 64 66
7 63 64 66 66
8 66 67 69 71
9 64 68 68 68
10 62 63 66 66
11 65 68 69 72
12 65 67 71 71
Média 64.83 66.25 68.33 69.83
DP 2.62 2.56 3.39 3.13

Valores de referéncia: 60 a 77 fL

I valores =i} sValor minimo s skes Valor maximo

90.00
80.00 +
70,00 4
60,00 -
50000
40,00 +
30,00
2000
1000 -
0.00

(VGM)

Dia -1 Dia +7 Dia +14 Dia+21

Valores de Volome Globunlar Médio

Diias de avaliaciao

Figura 6. Valores observados de média e desvios padrdao do volume globular médio (VGM)
nos diferentes dias de avaliacao.
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Tabela 9. Valores observados, médias e desvio padrao da concentracdo de hemoglobina
globular média (CHGM) (%) nos diferentes dias de avaliagdo, para os 12 caes com ehrlichiose
tratados com doxiciclina.

Animal Dias

-1 +7 +14 +21

1 36 36 36 36

2 34 34 35 35

3 32 33 33 33

4 35 35 35 36

5 33 33 34 34

6 34 34 34 34

7 33 33 33 34

8 33 34 34 34

9 33 33 34 33
10 32 33 33 32
11 34 34 34 35
12 34 35 35 35
Média 33.58 33.92 34.17 34.25
DP 1.16 1.00 0.94 1.22

Valores de referéncia: 32 a 36 %

e fadia - +Valormimmo e +ke+ Valor maximo

L 3700 -
23 3600 -
3 =
E‘; 35.00 -
-
$SZ 3400 -
-BTRY
SS I 3300 -

2
TE7 3200 |
2o
SE 3100 -

]
=2 3000

Dias de avaliacio

Figura 7. Valores observados de média e desvios padrido da concentracdo de hemoglobina
globular média (CHGM) (%) nos diferentes dias de avaliagdo.
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Tabela 10. Valores observados, médias e desvios padrao da contagem de plaquetas
(células/pul) nos diferentes dias de avaliagdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com

doxiciclina.

Animal

Dias

-1 +7 +14 +21

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

42000 120000 147000 156000
26000 46000 103000 148000
104000 156000 202000 256000
83000 108000 149000 201000
95000 112000 162000 213000
58000 76000 121000 172000
120000 175000 206000 302000
72000 95000 124000 168000
146000 162000 192000 237000
124000 152000 208000 220000
87000 118000 146000 176000
58000 93000 158000 186000

Média
DP

84583.33 117750 159833.3  202916.7
35536.05 38169.78 35378.04  45324.00

Valores de referéncia: 150000 a 500000 células/ul

e hedia -l +Valorminimo  +++kes Valor maximo

. 600000 -
=

= 500000 -
LF]

S 400000 -
)

g 300000
2

g 200000 -
=

= 100000 -
£

2 0

300000 300000 500000 300000
FLCEEE R R R YRR LR LR L) F SRR EE LR E LR Fy
130000 130000 1
1 3
s

Dia-1 Dia +7 Dia +14 Dia+21

Dias de avaliacdo

Figura 8. Valores observados de média e desvios padrdo de plaquetas (x10° células/ul) nos

diferentes dias de avaliagao.
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Tabela 11. Valores observados, médias e desvios padrao da determinagdo de proteinas totais
(g/dl) nos diferentes dias de avaliagdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com
doxiciclina.

Animal Dias

-1 +7 +14 +21
1 8.6 8.1 7.2 7.5
2 8.8 8 7.2 6.6
3 7.2 6.6 7.5 8.1
4 6.6 6.1 7.3 8.6
5 8 7.7 8.3 7.1
6 8 7.3 7.7 6.8
7 8.8 8.2 8 7.2
8 7.6 7 8 8.2
9 8 7.2 7.6 6.4
10 7.8 6.5 5.9 6.8
11 6.4 6.8 7.9 8.1
12 7.6 7.2 7.9 6.3

Meédia 7.78 7.23 7.54 7.31

DP 0.77 0.67 0.62 0.78
Valores de referéncia: 6,0 a 8,0 g/dl

I édia -l Valor minimo ssskes Valor maximo

9.00 - 8 8 B B
2.00 4
700 -
6.00
500 4
4.00 -
3.00 +
200 4
1.00 4
0.00

Valorde proteina toial (z/dl)

Dia -1 Dia +7 Dia +14 Dia +21
Dias de avaliacio

Figura 9. Valores observados de média e desvios padrao da determinagdo de proteinas totais
(g/dl) nos diferentes dias de avaliagao.
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4.2.2 Leucograma

Os dados do leucograma encontram-se nas Tabelas 12 a 17 e Figuras 10 a 15. Segundo
Greene e Harvey (1990), a leucocitose ¢ considerada caracteristica na fase aguda da
ehrlichiose, no entanto foi observada em apenas trés animais (caes 2, 3 ¢ 6) enquanto os
outros apresentavam contagem leucocitdria normal condizente com os achados de
Waldemarin et al. (2003) ao estudarem as alteracdes hematologicas em cdes naturalmente
infectados por Ehrlichia sp. De acordo com Greene e Harvey (1990) e Harrus et al. (1997a), a
leucopenia, ¢ geralmente associada a fase cronica, mas também ja foi descrita na fase aguda
(CASTRO et al., 2004). Apos o tratamento, apenas um animal permaneceu com leucocitose
enquanto os outros estavam com a contagem de leucocitos normal. Houve diferenca estatistica
significativa na contagem de leucdcitos totais entres os dias -1 e +21 (Figura 10).

O niimero de mondcitos pode variar muito entre caes, sendo a monocitose um achado
freqliente e indicativo da possibilidade de ehrlichiose mesmo antes da observacdo de morulas,
que comumente sdao visualizadas nas altas parasitemias, caracteristicas de fase aguda
(PAGANI et al., 2000).

Embora a monocitose seja freqlientemente descrita na ehrlichiose, relacionada
principalmente a fase aguda (KUEHN; GAUNT, 1985; GREENE; HARVEY, 1990;
HARRUS et al. 1997b), apenas dois, caes 3 e 12, demonstraram esta alteragdo no momento do
diagnostico (Tabela 14). Desses, o cdo 3 apresentou valores normais a partir do dia +14 e o
cdo 12 a partir do dia +21, como os achados obtidos por Pedroso (2006) ao avaliar o perfil
hematologico de cinco cdes com ehrlichiose tratados com doxiciclina. No dia +14, em um
animal foi verificado monocitose. Valores normais na contagem de mondcitos foram
observados em todos os animais.

Segundo Coles (1986) e Jain (1993), eosinopenia e linfopenia sdo caracteristicas de
fase aguda. No presente trabalho, no dia -1 apenas dois animais (cdes 1 e 4) apresentaram
eosinopenia que persistiu até o dia +7 e atingiu os parametros normais a partir do dia +14
(Tabela 16). Esta alteragdo ocorreu provavelmente a a¢do dos glicocorticoides enddgenos,
liberados sob situagao de estresse e em quadros de infecgdo grave, reduzindo a produgdo de
eosindfilos e linfocitos pela medula Ossea e ocasionando aumento da sua destrui¢do
(WALDEMARIN et al., 2003; BUSH, 2004). No dia +7, eosinofilia foi observada no cdo 3 e
pode ser considerada uma resposta inespecifica decorrente do parasitismo por Ancylostoma
sp. ou até pela exposicdo a pulgas. Hipersensibilidade ou lesdo incomum que produz
quimiotaticos aos eosinofilos também podem causar eosinofilia. A partir do dia +14, este
animal se recuperou e a contagem de eosindfilos permaneceu dentro dos parametros
fisiologicos normais até o fim do periodo observacional.

Quanto a contagem de neutrofilos, os valores médios antes do tratamento e nas outras
avaliagdes permaneceram normais (Tabela 15). Entretanto, quatro cdes, animais 1, 2, 3 ¢ 6,
apresentaram neutrofilia nos resultados da contagem diferencial de leucocitos em todas as
avaliagdes, exceto o animal 1 que ja no dia +7 apresentava contagem dentro dos valores de
referéncia. Dos animais do estudo, apenas os cdes 3 e 6 desenvolveram neutrofilia com leve
desvio a esquerda regenerativo.

Na literatura ndo ¢ abordado de forma especifica qual o tempo estimado para
normalizac¢do dos valores de cada tipo de leucocito durante o tratamento, apenas cita-se que
ha uma melhora ao longo do tratamento (SAINZ, 1996; SOUSA et al., 2004).

27



Tabela 12. Valores observados, médias ¢ desvio padrdo da contagem de leucdcitos totais
(células/pul) nos diferentes dias de avaliagdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com
doxiciclina.

Animal Periodo
-1 7 14 21
1 15400 12600 11200 10200
2 20300 19800 17300 16200
3 35600 32100 22500 17100
4 6500 6300 6400 6200
5 10700 9800 9200 8300
6 20900 18200 17600 15900
7 9100 8700 7900 7500
8 9200 8600 8100 7800
9 14300 13700 13500 13300
10 9900 9200 8400 7500
11 7900 8100 7500 7600
12 12600 10700 8400 8300
Média 14366.67 13150.00 11500.00 10491.67
DP 8115.45 7231.18 5107.75 3988.72

Valores de referéncia: 6000 a 17000 céelulas/ul

e fMedia  --f Valor minimo sssles Valor maximo

9.00 B 8 B B
.00 -
T7.00 4
6.00 -
300
4.00 -
3.00 4
2.00
1.00
0.00

Valorde proteina total (z/dl)

Dia -1 Dia +7 Dia +14 Dia +21

Dvias de avaliacdo

Figura 10. Valores observados de média e desvios padrao da contagem de leucécitos totais
(células/pul) nos diferentes dias de avaliacao.
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Tabela 13. Valores observados, médias e desvio padrao da contagem de linfocitos (células/pl)

nos diferentes dias de avaliagdo, para os 12 caes com ehrlichiose tratados com doxiciclina.

Animal Dias
-1 +7 +14 +21
1 1078 882 1568 1938
2 812 1188 1730 1620
3 1068 2568 4500 3420
4 1105 1071 1408 1364
5 2247 1764 1840 1660
6 2090 2002 2816 2544
7 2366 2349 1817 1725
8 2024 1978 2025 1950
9 4862 4658 3915 3857
10 3465 3220 2520 2250
11 1501 1458 1875 1900
12 1890 1605 1344 1909
Média 2042.33 2061.92 2279.83 2178.08

DP

1156.47 1054.43 1001.34 751.21

6000.00

0.00

Nimero de linfocitos (células/nl)

300000 -

4000.00 -

300000 4

200000 4

1000.00 -

Valores de referéncia: 1000 a 4800 células/ul

e Mieédia

() —

=l «Valor mirmo

() G

Dia -1

Dia +7

Dias de avaliacio

Dia +14

«««h++ Valor maximo

Figura 11. Valores observados de média e desvios padrio da contagem de linfocitos

(células/ul) nos diferentes dias de avaliagao.
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Tabela 14. Valores observados, médias e desvio padrdo da contagem de mondcitos

(células/pul) nos diferentes dias de avaliagdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com
doxiciclina.

Animal Dias

-1 +7 +14 +21

1 154 252 224 306
2 1015 1188 865 810
3 4984 4484 1350 855
4 195 189 192 186
5 856 784 552 498
6 1254 546 704 636
7 364 261 316 300
8 1104 1032 648 624
9 429 411 1540 532
10 396 368 420 375
11 237 405 300 304
12 4284 2996 2100 1245

Média 1272.67 1076.33 767.58 555.92
DP 1620.95 1321.34 599.67 302.23
Valores de referéncia: 150 a 1350 células/ul

e Nfedia = - Valorminmmo - -k Valor maximeo
350000 -
300000 -
250000 -
200000 -
150000
100000 -
500.00 -

0.00

MNimero de monocitos (células/nl)

Dia +7 Dia +14 Dia +21

Dvias de avaliacdo

Figura 12. Valores observados de média e desvios padrao da contagem de monocitos
(células/pul) nos diferentes dias de avaliacao.
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Tabela 15. Valores observados, médias e desvios padrao da contagem de neutrofilos

(células/pul) nos diferentes dias de avaliagdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com
doxiciclina.

Animal Dias
-1 +7 +14 +21
1 14168 11340 9296 7548
2 18270 16830 13840 12960
3 27768 22791 15300 11628
4 4940 4851 4480 4340
5 7276 6958 6440 5810
6 16302 14560 13200 11925
7 5369 5133 5293 5025
8 5244 4816 4860 4680
9 7865 7398 8100 7980
10 4851 4324 4704 4200
11 5056 5184 4425 4484
12 6048 5778 4620 8814
Média 10263.08 9163.58 7879.83 7449.50
DP 7314.82 5960.37 4079.13 3237.10

Valores de referéncia: 3000 a 11100 células/ul

s ediz -l - Valores minimos =« o+ Valores maximos

20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

Mimero de Nentrafilos (células/ul)

Dia-1 Dia +7 Dia +14 Dia+21

Dias de avaliacdo

Figura 13. Valores observados de média e desvios padrio da contagem de neutrofilos
(células/pl) nos diferentes dias de avaliacao.
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Tabela 16. Valores observados, médias e desvios padrdo da contagem de eosinofilos
(células/pul) nos diferentes dias de avaliagdo, para os 12 cdes com ehrlichiose tratados com
doxiciclina.

Animal Dias

-1 +7 +14 +21
1 0 0 112 306
2 203 594 465 810
3 712 1284 900 455
4 0 63 192 186
5 214 196 276 249
6 1045 910 804 636
7 736 435 237 225
8 364 688 486 468
9 858 959 675 665
10 693 828 504 450
11 474 567 450 456

12 252 214 252 249
Média  462.58 561.50 446.08 429.58
DP 34337 39585 24833 197.18
Valores de referéncia: 100 a 1250 células/ul

. Media == ‘alor minimo

«« oo« Valor maximo

Linear (Walor maxima)

1400 -
1200 - & & & A
1000 - 1250 1250 1250 1250

g00
600
400
200 4

Mimero de eosinofilos (células/nl)

Dia -1 Dia +7 Dia +14 Dia +211

Dvias de avaliacdo

Figura 14. Valores observados de média e desvios padrao da contagem de eosinodfilos
(células/pul) nos diferentes dias de avaliacao.
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Tabela 17. Valores observados, médias e desvios padrao da contagem de bastdes (células/ul)
nos diferentes dias de avaliag¢do, para os 12 caes com ehrlichiose tratados com doxiciclina.

Animal Periodo

-1 7 14 21
300020 0 126 0 102
291090 0 0 0 0

274848 1068 963 450 342
278555 260 126 128 124
290901 107 98 92 83
293700 209 182 176 159
296630 546 522 237 225
287585 92 86 81 78
280610 286 274 270 266
270719 495 460 252 225
258139 632 486 450 456
246514 126 107 84 83
Média 31842 285.83 185.00 178.58
DP 315.56 275.62 152.65 129.73
Valores de referéncia:0 a 540 células/ul

e Mvedia =i < Valorminimo  +-+ke+ Valor maximo
700 -
600 -+
500 +
400 -+
300 +
200 +

100 +

Miimero de basties (células/nl)

Dia-1 7 14 21

Dias de avaliacio

Figura 15. Valores observados de média e desvios padrdo da contagem de bastdes
(células/ul) nos diferentes dias de avaliacao.
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4.2.3 Pesquisa de hemoparasitos

Morulas intracitoplasmaticas em células mononucleares foram encontradas em
esfregacos sangiiineos de ponta de orelha nos cdes antes do tratamento, confirmando a
infeccdo por Ehrlichia sp. antes do tratamento. Ao realizar esta técnica nos diferentes
periodos de avaliagdo, ndo foi observada nenhuma morula, assim como na técnica de
esfregaco de capa leucocitaria realizada durante as analises hematoldgicas. Mesmo diante de
resultados negativos na detec¢do direta de inclusdes citoplasmadticas, ndo se deve descartar as
doengas ehrlichiais. As baixas e curtas parasitemias associadas a pancitopenia dificultam o
encontro das inclusdes, mesmo em animais com sintomas sugestivos da doenga, podendo
apresentar resultados negativos também por métodos moleculares (DUPLESSIS et al., 1990;
WOODY; HOSKINS, 1991; BOJERSSON, 2000; ALSOPP; ALSOPP, 2001).

4.3 Avaliacao do Efeito Terapéutico da Doxiciclina

A permanéncia de anormalidades clinicas e/ou hematologicas em cdes com
ehrlichiose, além da persisténcia de anticorpos reativos e da presenga de DNA de Ehrlichia
spp. em métodos de diagndstico moleculares sdo fatores que induzem muitos veterindrios a
tratar a doenca com doxiciclina ou tetraciclina por um longo periodo (meses ou anos),
facilitando potencialmente o desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Por essa razdo, outras
alternativas de tratamento tém sido utilizadas como esfor¢o para obter uma resposta
terap€utica satisfatdria, como o uso de dipropionato de imidocarb, cloranfenicol, azitromicina
e enrofloxacina. Entretanto, estes farmacos podem ter restrigdes quanto a sua administragao
em algumas situacdes (WEN et al., 1997).

Branger et al. (2004) avaliaram a susceptibilidade in vitro de E. canis, E. chaffeensis e
Anaplasma phagocytophilim a varios antibidticos como gentaminina, ceftriaxona,
amoxicilina, ciprofloxacina,tiafenicol, cloranfenicol, eritromicina, rifampicina e doxiciclina.
Estes autores concluiram que apenas doxiciclina e rifampicina foram efetivas e ainda sugerem
que Ehrlichia e Anaplasma sao considerados organismos altamente resistentes.

O presente estudo demonstrou que a doxiciclina quando administrada na dose de
10mg/kg durante 21 dias normaliza as alteracdes clinico-hematoldgicas de caes infectados por
Ehrlichia sp. Entretanto, Harrus et al. (1998) ao realizar um protocolo de tratamento por um
periodo de 42 dias, concluiram que de um total de quatro caes que estavam na fase subclinica
da ehrlichiose, ap6s 30 dias de tratamento, tiveram amostras de sangue com resultado PCR
negativo e um desses caes, na avaliacdo apos 42 dias de tratamento, retornou a um resultado
PCR positivo. Este fato sugere que 42 dias de terapia com doxiciclina pode nao ser suficiente
para eliminacdo E. canis de cdes subclinicamente infectados.

Devido a possibilidade de persisténcia do DNA nao associada com a viabilidade do
microrganismo, a falta de sensibilidade de isolamento em cultura de células, a variabilidade
na resposta da imunofluorescéncia indireta (IFI) a producdo de anticorpos pos-tratamento,
outras alternativas s3o necessarias para provar a eliminagdo terapéutica da infecg¢do
(BREITSCHWERDT et al., 1998).

Harrus et al. (1998) sugerem que o aumento na contagem de plaquetas pode ser um
indicador importante para cdes que se recuperaram de ehrlichiose subclinica.
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5 CONCLUSAO

A terapia com doxiciclina na dose de 10mg/Kg administrada a cada 12 horas durante
21 dias levou a recuperacdo clinica e hematoldgica de cdes naturalmente infectados por
Ehrlichia sp. sem provocar alteragdes clinicas em decorréncia do tratamento.
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