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RESUMO

CHAGAS, J. D. R. Aspectos epidemioldgios, hematoldgicos e diversidade genética de Ehrlichia
canis em cdes trombocitopénicos de duas mesorregides do estado do Rio de Janeiro. 2023.
56p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Programa de Pds graduacdo em Ciéncias
Veterinarias. Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2023.

Ehrlichia canis é uma bactéria Gram-negativa, intracelular obrigatoria, responsavel pela
Erliquiose Monocitica Canina (EMC), cuja transmissdo ocorre por Rhipicephalus sanguineus
sensu lato. Sua distribuicéo é favorecida por regides de clima temperado, subtropical e tropical,
sendo descrita em todas as regides do Brasil, com prevaléncias que variam de 4,8 a 65% em
caes de ambiente urbano ou rural. Estudos com E. canis identificaram proteinas imunorreativas
que apresentam antigenos espécie-especificos e estdo relacionadas a interacdo parasito-
hospedeiro, fornecendo informac6es sobre a diversidade genética do patdgeno. Nesse contexto,
0 estudo objetivou analisar os apectos epidemiol6gicos, hematoldgicos e diversidade genética
de E. canis utilizando o gene TRP36 em amostras de sangue total de cdes trombocitopénicos
naturalmente infectados provindos de duas mesorregides do estado do Rio de Janeiro. No
estudo, 404 amostras de sangue total de cdes trombocitopénicos, das mesorregides
Metropolitana e Sul Fluminense, do estado do Rio de Janeiro, foram utilizadas. A anélise
molecular foi realizada usando os genes dsb, p28 e TRP36. Além disso, as variaveis sexo, raga
e idade dos cdes foram utilizadas para avaliar a correlagdo com a positividade para E. canis.
Das amostras analisadas, 21,04% (85/404) amplificaram para o gene dsb de Ehrlichia spp. e
para o gene p28 de E. canis. Dessas, houve amplificagdo de 34,11% (29/85) para o gene TRP36.
Para o sequenciamento e analise da diversidade genética foram selecionadas de forma aleatéria
15 amostras para o gene TRP36. Analisando as sequéncias obtidas com o gene codificador
TRP36, observou-se que quatro sequéncias do estudo demonstraram um padrdo de repeticdo de
aminoécidos TEDSVSAPA e onze sequéncias codificaram o padrdo de repeticdo ASVVPEAE.
A diminuicdo do hematdcrito, hemoglobina e concentracdo de proteinas plasmaticas foram
alteragcBes hematoldgicas evidenciadas. Dentre as varidveis estudadas, apenas a variavel idade
(cdes trombocitopénicos com idade até 12 meses) tiveram correlacdo com a positividade para
E. canis. Os resultados demonstram que existem dois genotipos de E. canis circulantes no
estado do Rio de Janeiro e que cédes trombocitopénicos jovens foram os mais infectados pela
bactéria.

Palavras- chave: bactéria intracelular, caracterizacdo molecular, epidemiologia, hematologia



ABSTRACT

CHAGAS, J. D. R. Epidemiological, hematological aspects and genetic diversity of Ehrlichia
canis in thrombocytopenic dogs from two mesoregions of the state of Rio de Janeiro. 2023.
56p. Dissertation (Master of Science). Graduate Program in Veterinary Sciences. Institute of
Veterinary Medicine, Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Ehrlichia canis is a Gram-negative, obligate intracellular bacterium responsible for Canine
Monocytic Ehrlichiosis (CME), which is transmitted by Rhipicephalus sanguineus sensu lato. Its
distribution is favored by temperate, subtropical and tropical climates, and has been described in
all regions of Brazil, with prevalence rates ranging from 4.8 to 65% in dogs from urban or rural
environments. Studies with E. canis have identified immunoreactive proteins that present species-
specific antigens and are related to host-parasite interactions, providing information on the genetic
diversity of the pathogen. In this context, the study aimed to analyze the epidemiological,
hematological aspects and genetic diversity of E. canis using the TRP36 gene in whole blood
samples from naturally infected thrombocytopenic dogs from two mesoregions of the state of Rio
de Janeiro. In the study, 404 whole blood samples from thrombocytopenic dogs from the
Metropolitan and South Fluminense mesoregions of the state of Rio de Janeiro were used.
Molecular analysis was performed using the dsb, p28 and TRP36 genes. In addition, the variables
seX, breed and age of the dogs were used to evaluate the correlation with positivity for E. canis.
Of the samples analyzed, 21.04% (85/404) amplified the dsb gene of Ehrlichia spp. and the p28
gene of E. canis. Of these, there was amplification of 34.11% (29/85) for the TRP36 gene. For
sequencing and analysis of genetic diversity, 15 samples were randomly selected for the TRP36
gene. Analyzing the sequences obtained with the TRP36 coding gene, it was observed that four
sequences of the study demonstrated a TEDSVSAPA amino acid repeat pattern and eleven
sequences encoded the ASVVPEAE repeat pattern. The decrease in hematocrit, hemoglobin and
plasma protein concentration were hematological alterations evidenced. Among the variables
studied, only the age variable (thrombocytopenic dogs up to 12 months of age) correlated with
positivity for E. canis. The results demonstrate that there are two genotypes of E. canis circulating
in the state of Rio de Janeiro and that young thrombocytopenic dogs were the most infected by
the bacteria.

Keywords: intracellular bacteria, molecular characterization, epidemiology, hematology
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1 INTRODUCAO

Ehrlichia canis é caracterizada como uma pequena bactéria Gram-negativa, intracelular
obrigatéria, sendo o agente etiologico da Erliquiose Monocitica Canina (EMC), também
conhecida como Pancitopenia Tropical Canina e transmitida pelo carrapato marrom do cdo
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Ferreira et al., 2014; Arroyave et al., 2020).

Mundialmente, a doenca esta distribuida em varias regides como o sudeste da Asia,
Africa, Europa, india, América Central e a América do Norte, sendo favorecida por regides com
clima temperado, tropical e subtropical (Almosny, 2002; Silva et al., 2011). Desta maneira, a
doenca ja foi descrita em varios estados do Brasil, onde comprovacdes epidemioldgicas
constatam que a prevaléncia varia de 4,8 a 65% em cées de ambiente urbano ou rural (Moraes
et al., 2004; Saito, 2009). Apesar de E. canis esta associada principalmente a infeccdo canina,
infeccGes humanas ja foram relatadas na Venezuela (Perez et al., 2006), Panama (Daza et al.,
2018), e em amostras de doadores em um banco de sangue humano na Costa Rica (Bouza-Mora
etal., 2016).

O diagnostico da erliquiose canina pode ser realizado através da visualizacdo de moérulas
no citoplasma dos leucdcitos do sangue. Porém, a ndo observacao dessas estruturas, ndo exclui
a possibilidade de infeccdo (Dagnone et al., 2001). Testes sorologicos como a Reacgdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimética (ELISA) podem
ser utilizados, porém reacGes cruzadas podem ocorrer com outros agentes erliquiais,
dificultando o diagnostico da enfermidade (Harrus; Waner, 2011). Técnicas moleculares
também podem ser empregadas, sendo a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), uma técnica
sensivel e especifica. Além disso, a PCR é uma ferramenta eficaz para diferenciar a infecgéo
crbnica dos animais que apenas apresentam anticorpos contra E. canis por exposi¢do ao agente
(McBride et al., 1996).

Estudos com proteinas imunorreativas identificaram regides de repetigdo seriada (TRP)
no genoma de E. canis. Essas glicoproteinas sdo imunorreativas e possuem antigenos
especificos da espécie e estdo intimamente relacionados a interacdo parasito-hospedeiro
(Cardenas et al., 2007; Zhang et al., 2008). A glicoproteina de fase aguda (TRP36) é exposta
na superficie bacteriana e secretada no citoplasma do hospedeiro (Ferreira et al., 2014). O gene
fornece informaces sobre a diversidade genética de E. canis, sendo utilizado para genotipagem
de cepas de E. canis com base nas diferencas no nimero de repeti¢cées em tandem ou sequéncias
(Aguiar et al., 2013; Bouza-Mora et al., 2016; Cabezas-Cruz et al., 2014). Em algumas
sequéncias, essa variacdo é de 12 a 15 repeticdes (Long et al., 2002; Zhang et al., 2008).

A proteina da superficie externa de 28 kDa (p28) é codificada por um locus multigénico,
que possui pelo menos 22 alelos do gene p28 (p28-1 a p28-22) nos cromossomos de E. canis e
E. chaffeensis (Long et al., 2002). Além disso, na América do Norte, 0 gene p28 se mostrou
conservado em todas as sequéncias de E. canis, permitindo a producdo de antigenos vacinais
(McBride et al., 2000). Diferengas genéticas foram confirmadas entre sequéncias de E. canis
do Brasil e de outras partes do mundo (Zhang et al., 2008; Aguiar et al., 2013). Nesse sentido,
este estudo objetivou analisar os aspectos epidemioldgicos, hematoldgicos e diversidade
genética de E. canis utilizando o gene TRP36 em amostras de sangue total de cées
trombocitopénicos naturalmente infectados provindos de duas mesorregdes do estado do Rio
de Janeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia — Ehrlichia canis

Filo: Proteobacteria Garrity et al., 2005

Classe: Alphaproteobacteria Garrity et al., 2006

Ordem: Rickettsiales (Gieszczykiewicz, 1939) Dumler et al., 2001
Familia: Anaplasmataceae (Philip, 1957) Dumler et al., 2001
Género: Ehrlichia (Moshkovski, 1945)

Espécie: Ehrlichia canis

2.2 Agente etioldgico

Ehrlichia canis € uma bactéria gram-negativa, pleomoérfica (cocoide ou elipsoide),
intracelular obrigatoria (Ferreira, 2012), que pode infectar leucocitos como mondcitos,
macrdfagos e neutrofilos de mamiferos (Aguiar et al., 2020) e plaquetas (Dagnone et al., 2009).

Suas inclusdes sdo intracitoplasmaticas e classificadas em corpusculos elementares,
corpusculos iniciais e morulas. Os corpusculos elementares sdo estruturas arredondadas de
varios tamanhos que podem ser vistos dentro dos vacuolos no citoplasma dos leucécitos, onde
a juncéo desses sdo denominados de moérulas. Os corpusculos iniciais sdo formados por diversos
granulos. Além disso, esses microrganismos sdo imdveis e ndo cultivaveis em meios sem
células e ovos embrionados (Almosny; Massard, 2002; Ferreira, 2012).

2.3 Transmissao e Ciclo Bioldgico

A transmissdo de E. canis ocorre principalmente pelo carrapato vetor R. sanguineus
sensu lato (Cicuttin et al., 2015; Ferrolho et al., 2017; Ipek et al., 2018). Os leucdcitos que
possuem as mérulas de E. canis quando sdo ingeridas pelo carrapato, a bactéria se multiplica
nos hemacitos e nas células da glandula salivar, e ocasionalmente, penetram no trato digestivo,
infectando as células do trato intestinal. Posto isso, a transmissdo ao cdo ocorre no momento do
repasto sanguineo, onde o vetor inocula sua saliva no local da picada, gerando uma reacéao
inflamatoria local, mobilizando leucécitos e favorecendo a disseminacdo da bactéria no
hospedeiro (Almosny & Massard, 2002; Aguiar et al., 2007; Dantas-Torres, 2008). Ocorre
perpetuacéo transestadial e o carrapato infectado pode transmitir 0 agente por até 155 dias (Aziz
etal., 2022).

A bactéria quando penetra no hospedeiro, é fagocitada pelos mondcitos, dando origem
aos corpusculos elementares, onde crescem e se multiplicam, evoluindo para corpusculos
iniciais. Os corpusculos iniciais se desenvolvem e se dividem entre o sétimo e décimo segundo
dia consecutivos, derivando novos corpusculos elementares formando as moérulas. Ressalta-se
gue uma mesma célula pode conter mais de uma morula, e cada morula contém varios
corpusculos elementares. Apds trés a quatro dias, através da ruptura da célula hospedeira ou
processo de exocitose, essas morulas liberam os corpasculos elementares, perfazendo o ciclo
infeccioso de E. canis (Figura 1) (Macedo, 2007).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Ehrlichia canis no hospedeiro vertebrado e invertebrado. Fonte: Arquivo
pessoal. Programa: Canva

A transmissdo também pode ocorrer por meio de transfusGes sanguineas, componentes
sanguineos ou agulhas contaminadas, especialmente em regiGes onde a doenca é endémica.
Essa forma de transmissao pode resultar no desenvolvimento de enfermidades nos individuos
receptores (Diniz; Aguiar, 2022).

2.4 Distribuicéo e Epidemiologia da erliquiose monocitica canina no Brasil

Novas doencas surgiram em diferentes regides geograficas devido a locomocédo de
animais pelo mundo, o que gerou um carater cosmopolita, em especial aguelas que possuem o
carrapato como vetor (Shaw et al., 2001).

A distribuicdo de E. canis é cosmopolita e esta intimamente relacionada ao carrapato
vetor, estando concentrada nas regides tropicais e subtropicais (Rar; Golovljova, 2011). Com
isso, a erliquiose monocitica canina (EMC) no Brasil é de ampla ocorréncia, devido a alta
prevaléncia do vetor nas areas urbanas (Aguiar et al., 2007a), estando distribuida em varios
estados brasileiros.

Estudos demonstram que, em média, 20 a 30% dos cédes atendidos em clinicas e
hospitais veterinarios em varios estados das cinco regides do Brasil, apresentam anticorpos
contra antigenos de E. canis e/ou s@o positivos nos testes de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (Dagnone et al., 2001; Aguiar et al., 2007).

No estado de S&o Paulo, em um estudo realizado em cdes atendidos no Hospital
Veterinario de Botucatu, os autores identificaram uma positividade em 40% (28/70) dos
animais através da técnica de PCR (Ueno et al., 2009). Santos et al. (2007), identificaram em
Ribeirdo Preto, o DNA dessa bactéria em 38,9% dos cdes utilizados no estudo. No Hospital
Veterinario da faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo Paulo,
68% dos cdes atendidos, alguns com sinais clinicos sugestivos de erliquiose canina,
apresentaram titulos compativeis com a presenca de anticorpos anti-E. canis (Aguiar et al.,
2007a). Num estudo realizado no Hospital Veterinario da Universidade Santo Amaro, regido
Sul de Séo Paulo, 42,6% (23/54) dos caes foram positivos em testes sorolégicos e 16,7% (9/54)
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positivos em testes sorolégicos e técnicas moleculares (Queiroz et al., 2022).

Na regido sudeste, do estado do Rio de Janeiro, um estudo avaliou a presenca de E. canis
em 390 cées, onde 24,8% foram considerados positivos (Paulino et al., 2018). Ao analisar
sangue de cdes em seis mesorregides do mesmo estado, Lins e seus colaboradores (2019),
relataram através da PCR em tempo real, uma positividade de 42,3% (113/267) para E. canis.
A ocorréncia desta riquétsia também foi descrita por Ferreira et al. (2014), ao analisarem
sangues obtidos das regides Metropolitana e Serrana do Rio de Janeiro. De um total de 300
amostras sanguineas de cées, 5% (15) foram positivas atraves da técnica de PCR.

Na cidade de Belo Horizonte, Moreira et al. (2003), realizaram um estudo retrospectivo
com 194 fichas clinicas de animais com suspeita de hemoparasitoses, onde 15,9% (31/194)
apresentavam E. canis no exame parasitoldgico direto em esfregagos sanguineos.

Na regido sudoeste do Parand, ndo houve amplificacdo do DNA do agente em cées
domiciliados (Ribeiro et al., 2017). Silva et al. (2012), detectaram através da técnica de PCR,
quarenta e dois (16,4%) cdes domiciliados positivos para E. canis, na cidade de Jataizinho,
regido Norte do Parana. Utilizando técnicas sorologicas, Vieira et al. (2013), obtiveram uma
prevaléncia de 44,9% (62/138) em duas populacdes caninas (urbana e rural) no estado do
Parana. Em dois municipios de Santa Catarina (Blumenau e Lages), ndo houve deteccédo de E.
canis em cées, através da técnica de PCR quantitativa (Rodrigues, 2017).

Costa e seus colaboradores (2015) avaliaram por métodos soroldgicos e moleculares a
exposicdo e infeccdo de E. canis em cdes de areas urbanas e rurais do municipio de Chapadinha,
estado do Maranhdo. Com isso, 14,6% (47/322) e 2,8% (9/322) dos cdes apresentaram-se
sororreagentes nos métodos soroldgicos e positivos nos métodos moleculares, respectivamente.
Outro estudo utilizando 472 cdes domiciliados em Salvador (BA), determinou a prevaléncia de
35,6% (168/472), atraves da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Desses animais
sororreagentes, uma nested-PCR foi realizada, onde detectaram 58 (34,5%) cées positivos para
E. canis (Souza et al., 2010). No estado da Paraiba, o DNA de E. canis foi detectado em 8,9%
(64/719) das amostras de sangue canino, através de PCR em tempo real (Rotondano et al.,
2017).

O estudo desenvolvido por Paula et al. (2021) investigaram a soroprevaléncia de E.
canis em cdes encaminhados para um hospital veterinario-escola no estado de Goias. Dos 264
cdes testados para anticorpos anti-E. canis por meio da técnica RIFI, 59,1% (156/264) foram
positivos. Em Cuiaba (MT), foram detectados através de técnica soroldgica (RIFI) um
percentual de 45% (9/20) e através da PCR um total de 6 (30%) cées positivos para E. canis.
No Distrito Federal, a positividade de cées para a bactéria através da PCR foi de 6,79%
(14/206), em estudos realizados por Horotato (2021).

Em Rio Branco, estado do Acre, foram detectados na PCR e posterior sequenciamento
genético, a positividade em 61,42% (43/70) dos cées estudados (Kassab, 2021). Em cées do
municipio de Ji-Parana, estado de Rondonia, foram analisadas 177 amostras de soro e sangue
por meio reacdo RIFI e reacdo da PCR, respectivamente, onde anticorpos anti-E.canis foram
detectados em 24,29% (43/177) das amostras de soro, e 22,03% (39/177) nas amostras de
sangue analisadas molecularmente (Pacheco et al., 2021). Amostras de sangue de caes
domiciliados e errantes do municipio de Belém, Para, foram analisados por nested-PCR para a
pesquisa de E. canis, onde foi detectado em 39,4% (109/276) das amostras (Brandéo et al.,
2019).

Ressalta-se que, a prevaléncia da erliquiose canina no Brasil pode ser influenciada por
diversos fatores como: condigdes climaticas, distribuicdo do vetor, populacdo estudada, habitat
e comportamento animal, assim como a metodologia aplicada na perquiricdo do agente
(Dagnone et al., 2001).



2.5 Diagnéstico
2.5.1 Esfregaco sanguineo

A visualizacdo de morulas em células mononucleares em esfregacos de sangue
periférico, sugere o diagnostico de EMC, sendo uma técnica simples e ndo onerosa (Dagnone
et al., 2001), porém € considerada uma técnica de baixa sensibilidade (0-10%) em sangue
periférico (Diniz; Aguiar, 2022). Além de leucdcitos, plaguetas também podem ser infectadas
por E. canis, dificultando o diagnostico preciso da espécie envolvida. Com isso, é recomendado
para o diagndstico correto de morulas em leucdécitos e plaquetas, a associagdo com técnicas
soroldgicas ou moleculares para determinacgdo da espécie envolvida (Dagnone et al., 2009).

O esfregaco de capa leucocitaria aumenta a sensibilidade na deteccdo de morulas de E.
canis. Mylonakis et al. (2003), ap6s avaliarem a sensibilidade de cinco técnicas de citologia, de
50 cées naturalmente infectados e em fase aguda de erliquiose, na objetiva de imersédo (100X),
em um total de 1.000 campos, alcancaram uma sensibilidade de 66% em esfregaco de capa
leucocitéria.

E importante salientar que plaquetas, granulos azurdfilos linfociticos e material nuclear
fagocitado, podem ser confundidos com inclusdes erliquiais, assim como infeccdo em
mondcitos por outros agentes pertencentes a familia Anaplasmataceae (Harrus; Waner, 2011).

2.5.2 Sorologia

Para o diagnostico de EMC foram desenvolvidos varios métodos soroldgicos, sendo de
grande valia para triagem e/ou diagndstico. O teste RIFI tem a capacidade de detectar anticorpos
anti-E.canis no sétimo dia p6s-infeccdo, entretanto, pode indicar apenas exposi¢do prévia ao
agente, uma vez que os anticorpos IgG anti-E. canis permanecem no hospedeiro por meses a
anos apoés o tratamento e eliminacgdo da riquétsia. Para infeccdes agudas, recomenda-se 0 Uso
de dois testes paralelos com intervalos de 7 a 14 dias, onde um aumento de 4 vezes nos titulos
de anticorpos sugerem infeccdo ativa (Harrus; Waner, 2011). Anticorpos IgM nédo séo
considerados um bom indicador de exposicéao a bactéria, pois no curso da doenca sua produgédo
é inconsistente (McBride et al., 2003).

Testes sorologicos baseados em ensaios imunoenzimaticos ELISA foram
desenvolvidos. Durante a infeccdo, 0 TRP19 e o TRP36 de E. canis desempenham papéis
fundamentais como principais proteinas imunorreativas e alvos primarios da resposta de
anticorpos do hospedeiro. Para determinar a sensibilidade e especificidade dessas proteinas no
imunodiagndstico espécie-especifico, estudos foram realizados utilizando proteinas
recombinantes e ensaios baseados em peptideos sintéticos (Doyle et al., 2006; Cardenas et al.,
2007; McBride et al., 2007). Foram identificados os principais epitopos de anticorpos nas
regides de repeticdo em tandem dos TRPs de E. canis e E. chaffeensis. Esses epitopos
apresentam distingdes moleculares, possibilitando a deteccdo de anticorpos especificos para
cada espécie (Aguiar et al., 2016), sendo fundamental para identificar o agente infeccioso.
Nesse sentido, ensaios peptideos baseados em ELISA utilizando as proteinas TRP19 e TRP36
estdo sendo desenvolvidos para detectar infecgGes por diferentes gendtipos de E. canis (Aguiar
et al., 2016; Taques et al., 2020; Medeiros et al., 2020).

Os kits Dot-ELISA para a detec¢do de anticorpos IgG de E. canis estdo disponiveis
comercialmente e sdo comumente usados na rotina clinica. Dentre eles, podemos citar: o teste
Immunocomb dot-ELISA (Biogal, Galed Laboratories) e o ensaio SNAP® 4Dx®Plus, que
utiliza peptideos sintéticos derivados das principais proteinas imunodominantes de E. canis P30
e P30-1 (IDEXX Laboratories) (Medeiros et al., 2020). Esses testes geralmente sdo utilizados
como exames de triagem em animais com suspeicao de erliquiose (Marques; Gomes, 2020).



O diagnostico soroldgico da EMC pode ser dificultado pela reacdo cruzada dos
anticorpos contra E. canis com outros agentes erliquiais. Anticorpos contra E. canis sdo
conhecidos por reagir de forma cruzada com antigenos de Neorickettsia helminthoeca e N.
risticii. A RIFI ndo pode discriminar entre anticorpos E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis e E.
ruminantium (Harrus; Waner, 2011).

Os sinais clinicos do animal avaliado sdo relevantes e devem ser sempre considerados,
uma vez que os testes soroldgicos podem indicar que o cao estd com a infecgdo ou teve contato
com o patogeno, tendo anticorpos contra ele circulando. Com esse viés, 0 medico veterinario
deve levar em consideracao os exames clinicos e ter em mente que apenas um teste diagnostico
ndo é suficiente para determinar se um cao tem erliquiose ou ndo, sendo util a incrementacao
de um teste molecular e um teste soroldgico para fechar o diagnostico (Medeiros et al., 2020).

2.5.3 Deteccdo molecular

A amplificacdo enzimética de uma parte especifica do DNA alvo pode ser realizada por
meio da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que € rapida, sensivel e especifica
para deteccdo de microrganismos (Rodriguez, 1997).

A técnica PCR ¢é uma ferramenta eficaz para diferenciar a infeccdo cronica dos animais
que apenas apresentam anticorpos contra E. canis por exposi¢do e problemas a sensibilidade
inadequada e dificuldade com o diagnostico diferencial séo superados com a PCR (McBride et
al., 1996). Porém, cabe ressaltar que resultados falso-positivos e falso-negativos podem ocorrer
(Harrus; Waner, 2011).

Esta técnica é eficaz na deteccdo de E. canis em tecidos de cdes nas fases subclinica e
crbnica, uma vez que a deteccdo em sangue total seja dificultada pelos baixos niveis de
parasitemia (Rodriguez-Alarcon et al., 2020). Os autores analisaram através da PCR a
prevaléncia de E. canis em amostras de sangue, figado, baco, linfonodo e medula 6ssea de 59
caes recém-eutanasiados que apresentavam carrapatos, porém eram clinicamente saudaveis.
Sendo assim, demonstraram que, embora a infeccdo em érgdos tenha sido 30% menor em cées
negativos pela PCR de amostras de sangue em comparacao com aqueles que foram positivos,
um numero consideravel de cdes (n =19 ou 61,30%) com resultados negativos pela PCR de
sangue foram positivos para E. canis em algum dos tecidos (Rodriguez-Alarcén et al., 2020).

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) é mais sensivel que a PCR convencional e
permite a quantificacdo da carga bacteriana. Tem sido utilizado para a quantificacdo da carga
erliquial em cdes naturalmente e experimentalmente infectados (Baneth et al., 2009).

A PCR (convencional ou em tempo real) tem algumas vantagens sobre a sorologia, a
saber: deteccdo precoce de DNA antes que ocorra a soroconversdo, maior sensibilidade e a
deteccdo de DNA erliquial em vez de anti - E.canis, provavelmente indicando infeccdo ativa
em vez de exposi¢do (Harrus; Waner, 2011).

2.5.4 Isolamento em cultivo celular

O isolamento de E. canis pode ser realizado em células da linhagem DH82, que foram
adaptadas em cultivo celular a partir de células obtidas de um caso de histiocitoma (Aguiar et
al., 2007a). O método é sensivel e definitivo para o diagnostico de E. canis, porém é uma
técnica demorosa, trabalhosa e carece de espaco fisico adequado. Além disso, o crescimento
pode demorar até 10 semanas ap6s a inoculacdo do agente. Posto isso, 0 isolamento é mais
utilizado em laboratérios de pesquisa do que como ferramenta de diagndstico na rotina
laboratorial (Harrus; Waner, 2011).



2.6 Caracterizagdo molecular e Diversidade genética de Ehrlichia canis

Os microrganismos envolvidos em uma infeccdo tém uma origem clonal, onde
compartilham fatores de viruléncia, tracos bioquimicos e caracteristicas gendmicas
semelhantes. Além disso, alguns fatores como isolamento geografico, isolamento de diferentes
fontes e em diferentes momentos podem favorecer variabilidade genética em organismos da
mesma espécie, classificando-os em subtipos, isolados ou cepas mediante marcadores
moleculares especificos (Olive; Bean, 1999).

Os marcadores sdo ferramentas rapidas e eficientes para a pesquisa genémica, pois
permitem a deteccdo de polimorfismos no DNA independente do ambiente (Sousa, 2010). Com
base nesse polimorfismo, pode-se inferir a relacdo entre o gendtipo e o fendtipo de um
individuo. Dentre as diferentes classes de marcadores moleculares, os microssatélites, também
conhecidos como SSRs ("Simple Sequence Repeat™), sdo a primeira escolha para pesquisas
aplicadas e geneticas, principalmente devido a sua natureza multialélica, facilidade de detecgdo
pela PCR, abundancia relativa e cobertura ampla do genoma, além do processo ser iniciado com
pequenas quantidades de DNA (Lins, 2018).

Aguiar et al. (2013) descreveram a diversidade genética de linhagens brasileiras de E.
canis, entretanto os mecanismos responsaveis por essa divergéncia ainda ndo foi elucidado. O
estudo genético das sequéncias se faz necessario, uma vez que esta diversidade ocorre nos genes
que codificam as proteinas. A investigacdo do controle da expressdo génica, fornece
informacdes sobre as proteinas que estdo sendo expressas, qual o nivel e 0 momento desta
expressdo, representando um elo entre o gendtipo e o fenétipo de um organismo (Lins, 2018).

Devido a sua alta antigenicidade e a grande similaridade entre diferentes sequéncias
norte-americanas, a proteina p28 de E. canis tem sido apontada como uma op¢do para uma
futura vacina (McBride et al., 2000). Além disso, um ensaio de PCR baseado no gene p28 foi
desenvolvido para detecgéo de E. canis (Nakaghi et al., 2010).

As proteinas TRP36 e TRP19 tém seus genes amplamente estudados e utilizados para
identificar as diferentes variantes dentro da espécie de E. canis. Ambas sdo glicoproteinas
espécie-especificas recombinantes e imunorreativas (Céardenas et al., 2007). O gene que
codifica a proteina TRP19 é mais conservado, o que favorece seu estudo para fabricacdo de
vacinas e testes soroldgicos mais sensiveis quando relacionados a esta proteina (Taques et al.,
2016). A TRP19 consiste em 137 aminoacidos e esta associada a membrana da moérula formada
no citoplasma da célula do hospedeiro (McBride et al., 2007).

Na fase aguda, a glicoproteina TRP36 é exposta na membrana da bactéria, sendo
secretada para o citoplasma do hospedeiro (Taques et al., 2016). Trés regides distintas séo
codificadas pelo gene da proteina TRP36, sendo: A 5’-terminal (429pb) seguida de uma regido
de repeticdo em tandem ndo variavel formada por 9 aminoécidos e rica em serina
(TEDSVSAPA) onde T=treonina, E=glutamato, D=aspartato, S=serina, V=valina, A=alanina e
P=prolina, e uma 3’-terminal (80-93pb) (Doyle et al., 2006). Dependendo do isolado, o nimero
de sequéncias em tandem varia de quatro a dezoito copias (McBride et al., 2003).

A analise filogenética de genes TRP36 de E. canis identificou 4 genogrupos: genogrupo
dos Estados Unidos (EUA) identificado na América do Norte, Brasil, Nigéria, Camardes,
Espanha, Turquia e Israel (Ferreira et al., 2014; Kamani et al., 2013; Zweygarth et al., 2014),
o genogrupo de Taiwan (TWN) descrito na Africa do Sul, Tailandia, Turquia e Taiwan
(Nambooppha et al., 2018; Hsieh et al., 2010), o genogrupo Brasil (BR) observado nas regides
centro-oeste, norte, sul do Brasil e Turquia (Aguiar et al., 2013; Aktas e Oziibek, 2019) e
genogrupo Costa Rica (CR), detectado recentemente em doadores de sangue humano da Costa
Rica (Bouza-Mora et al., 2016) e descrito em caninos de quatro assentamentos peruanos
(Geiger et al., 2018).



2.7 Alteragdes hematoldgicas nas hemoparasitoses de cées
2.7.1 Erliquiose monocitica canina

A doenca multissistémica conhecida como Erliquiose Monocitica Canina (EMC),
provocada por E. canis, apresenta gravidade variavel conforme o estagio clinico. A patogénese
da EMC envolve um periodo de incubagdo que varia entre 8 e 20 dias, seguido por fases
distintas: aguda, subclinica (assintomatica) e cronica (Diniz; Aguiar, 2022).

O periodo da fase aguda da doenca vai de duas a quatro semanas, onde 0S
microrganismos se multiplicam nas células mononucleares circulantes e nos tecidos do sistema
fagocitico monocitério do figado, bago e linfonodos, causando aumento dos mesmos (Aziz et
al., 2022). Ainda assim, as células infectadas sdo transportadas via corrente sanguinea para
pulmdes, rins e meninges (Ferreira, 2012). As alteracbes hematoldgicas observadas incluem
trombocitopenia e discreta anemia e leucopenia (Harrus et al., 2009). Muitos mecanismos
podem estar relacionados a anemia como hemolise, hipoplasia ou aplasia medular apés a
supressdo de citocinas da hematopoiese na medula 6ssea (De Tommasi et al., 2014). O achado
mais comum durante as trés fases da EMC € a trombocitopenia, devido ao aumento do consumo,
destruicdo imunomediada, sequestro de plaquetas no baco e diminui¢éo da producéo da medula
6ssea hipoplésica, podendo também ocorrer trombocitopatia mediada por citocinas (Diniz;
Aguiar, 2022).

A fase aguda frequentemente é autolimitante, aparentando uma recuperacao clinica com
a doenga, tornando-se subclinica ou assintomatica, com duracgéo de 40 a 120 dias, ou até mesmo
por anos (Aguiar et al., 2007; Little, 2010, Vieira et al., 2011). O animal se apresenta
clinicamente recuperado, mas podem apresentar trombocitopenia leve, anemia ndo
regenerativa, leucopenia (Waner et al., 1997; Woody e Hoskins, 1991; Aguiar et al., 2007) e
hiperglobulinemia, que sugere resposta imunologica exagerada com eficiéncia inadequada
(Waner et al., 1997; Woody e Hoskins, 1991).

Ehrlichia canis podera ser eliminada nos animais imunocompetentes, ou entdo entrara
na fase cronica, onde os sinais reaparecem mais brandos ou mais severos a depender da cepa,
da raca do cdo, da idade, da imunocompeténcia e coinfeccdo com outros patdgenos. Todas as
fases incluem depressdo, anorexia, e perda de peso em mais de 50% dos casos, além de
tendéncias hemorragicas, linfadenomegalia, esplenomegalia, sinais oculares e neuroldgicos,
sendo dificultoso a correlacdo de sinais com uma fase em particular (Woody e Hoskins, 1991).
As complicagdes da infeccdo cronica por Ehrlichia canis incluem glomerulonefrite e sindrome
nefrética, causadas pela deposi¢do de complexos imunoldgicos, além da supressao da medula
0ssea, que resulta em pancitopenia e infecgfes secundarias. Nessa fase, E. canis dificilmente é
detectada na circulacdo, mas pode ser localizado no bago, nos nédulos linfaticos e na medula
0ssea (Diniz & Aguiar, 2022).

2.7.2 Babesiose canina

A babesiose canina é causada por varias espécies de Babesia, sendo essas
predominantemente, Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia Rossi, Babesia gibsoni (Passos et
al., 2005).

As anormalidades hematoldgicas primarias sdo anemia e trombocitopenia (Moraes et
al., 2016), onde os cdes infectados por B. canis podem apresentar anemia que varia de
normocitica normocrémica a hipocrdmica, sendo a primeira comumente de baixa intensidade
nos primeiros dias apds a infecgdo, podendo tornar-se macrocitica e hipocrdmica a medida que
a doenca agrave (Dias; Ferreira, 2016). Além disso, caes infectados por B. canis podem
apresentar anemia ndo-regenerativa, enquanto aqueles infectados por B. vogeli apresentam
anemia regenerativa (Carli et al., 2009). Reticulocitose é proporcional a gravidade da anemia
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(Dias; Ferreira, 2016).

A trombocitopenia na doenca tem sido descrita, onde acredita-se que 0s mecanismos
mais provaveis séo a destruicdo mediada por anticorpos e o consumo acelerado em decorréncia
de vasculite endotelial ou sequestro esplénico (Brandéo; Hagiwara, 2002).

As anormalidades leucocitarias sdo incosistentes. Leucocitose com neutrofilia,
monocitose e linfopenia ja foram relatados (Guimarées et al., 2002), linfocitose e eosinofilia
(Dias; Ferreira, 2016) e leucopenia (Schetters et al., 2009) com neutropenia, monocitopenia
e linfopenia (Furlanello et al., 2005).

2.7.3 Trombocitopenia ciclica canina

Anaplasma platys é o agente da doenc¢a conhecida como trombocitopenia ciclica canina,
que infecta plaquetas de cées (Ferreira, 2012). Seu principal achado laboratorial € a
trombocitopenia, frequentemente com a observacdo de macroplaquetas circulantes (Xavier,
2011). A trombocitopenia ciclica é decorrente dos ciclos de parasitemia, que se repetem em um
intervalo aproximado de 1 a 2 semanas, sendo mais grave durante a parasitemia inicial (Harvey,
2012). Além disso, anemia arregenerativa normocitica normocrémica, associada a anemia de
inflamacéo, leucopenia (Harvey, 2006) e anemia macrocitica hipocrémica (Holanda et al.,
2019) ja foram relatadas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo e coleta das amostras

Duas mesorregides foram utilizadas no presente estudo (Figura 2). A Mesorregiao
Metropolitana abriga um total de 30 municipios, ocupando uma érea de 10.263 km?2. Possui
uma altitude média de 177m e apresenta um clima principalmente tropical. Por outro lado, a
Mesorregido do Sul Fluminense é constituida por 14 municipios, que se estendem por uma éarea
de 7.966 km?. Sua altitude média é de 357m e seu clima é predominantemente subtropical.

O estudo foi realizado no periodo de janeiro de 2022 a abril de 2023, sendo obtidas 400
amostras de sangue total de cdes trombocitopénicos, de duas mesorregides do estado do Rio de
Janeiro, cedidas por um laboratdrio de patologia clinica, localizado no municipio de Paracambi
-RJ.

Os animais que ndo possuiam volume suficiente de sangue total para a extracao de DNA,
os tutores foram contatados para disposi¢do de uma nova coleta nos caes, conforme aprovacgédo
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob n°. 7340040222, da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ (Anexo I). Posto isso, sangue total de quatro animais
foram coletados. No momento da coleta, os tutores foram informados a respeito da pesquisa e
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi apresentado.

- Mesorregiao Metropolitana

1. Vassouras

2. Mendes

3. Engenheiro Paulo de Frontin
4. Paracambi

5. Japeri

6. Seropédica

7. Rio de Janeiro

- Mesorregiao Sul Fluminense

1. Valenga

2. Barra Mansa
3. Volta Redonda
4. Barra do Pirai
5. Pinheiral

6. Pirai

Figura 2. Localizagdo das mesorregifes do estado do Rio de Janeiro, destacando as cidades que foram
obtidas sangue de cées. Fonte: Arquivo pessoal

Para a obtencdo de amostras sanguineas, foi realizada a coleta de 3mL de sangue por
venopuncdo cefélica. As amostras foram transferidas para tubos contendo o anticoagulante
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e posteriormente armazenadas em recipiente
refrigerado. Em seguida, as amostras foram transportadas para o Laboratério de Doencas
Parasitarias da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), para posterior analises.

As amostras obtidas da parceria com o laboratério de patologia clinica juntamente com
as coletas realizadas, totalizaram 404 amostras, sendo 274 amostras oriundas da mesorregido
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Metropolitana e 130 amostras da mesorregido do Sul Fluminense.

Para realizar a andlise molecular, a amostragem foi calculada baseando-se na
prevaléncia esperada de 26,8% de caes trombocitopénicos infectados por E. canis no estado do
Rio de Janeiro (Macieira et al., 2005). Levando em conta uma margem de erro de 5%, e um
nivel de confianca de 95%, chegou-se ao célculo minimo de 302 amostras, conforme equacéao
descrita por Sampaio (2002).

3.2 Analise hematoldgica

A andlise hematologica foi realizada através do contador hematoldgico automaético de
células (Hemacounter VET — Vyttra Diagnosticos®). Os valores fornecidos pelo contador
hematoldgico foram confirmados através do preenchimento por sangue em tubos capilares de
microhematdcrito, e disposto sobre uma lamina de vidro uma gota da amostra para confeccdo
do esfregaco sanguineo. Seguidamente, as laminas foram coradas em kit de coloracdo
hematoldgico rapida — Panético Rapido® - e observadas com auxilio de microscopio 6ptico em
objetiva de imersdo em um aumento de 1000x (L3000T® — Labor Import). A morfologia das
células sanguineas e leucometria especifica, assim como a pesquisa de morulas sugestivas de E.
canis, foram obtidas através do esfregaco sanguineo. A concentracao de proteinas plasmaticas
totais foi determinada atraves da técnica de refratometria.

Apos realizacdo do hemograma, uma aliquota foi separada e encaminhada para o
Laboratorio de Doencas Parasitarias, Departamento de Saude Publica, UFRRJ, para anélises
moleculares.

3.3 Obtencao de informagdes sobre género, raca e idade

Durante a obtencdo das amostras, informacGes sobre as caracteristicas individuais de
cada cdo foram coletadas na base de dados do laboratério de patologia clinica. As caracteristicas
foram analisadas considerando as seguintes variaveis: Género (macho e fémea), Raca (com raca
definida e sem raca definida) e Idade (até 12 meses, entre 12 e 24 meses e acima de 24 meses).

3.4 Extracdo de DNA e verificacdo do gene enddgeno

A extracdo de &cido desoxirribonucleico (DNA) foi realizada com kit comercial (Wizard
Genomic DNA Purification Kit - Promega®) a partir de 300 uL de sangue total, seguindo-se as
recomendagdes do fabricante. As amostras foram acondicionadas em microtubos de
polipropileno, identificadas e armazenadas em freezer -20°C até o momento das analises
moleculares.

A deteccdo de DNA amplificavel foi verificada por meio de uma reacdo de PCR
convencional visando o gene endogeno de mamiferos, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), amplificando um fragmento de 400 pares de base (pb). Foram utilizados os
oligoiniciadores GAPDH-F (5° CCTTCATTGACCTCAACTACAT 3’) e GAPDH-R (5’
CCAAAGTTGTCATGGATGACC 3’) (Birkenheuer; Levy; Breitschwerdt, 2003). O volume
final da reagéo foi de 25 pL, contendo 2 uL do DNA extraido acrescidos de 23 pL contendo
0,2 pL de Taq polimerase a 1U (GoTag DNA Polymerase, Promega®), 2 L de cada iniciador
a 10 uM (GAPDH-F e GAPDH-R), 2 pL de dNTP a 2,5 mM, 1,5 pL de MgCI2 a 25 mM
(Promega® MgCI2 Solution), 5 pL de tampdo 5X (Colorless GoTag®, Promega®) e 10,3 uL
de agua ultrapura livre de DNases. Agua ultrapura livre de DNases foi utilizada como controle
negativo.

A amplificacdo foi realizada em termociclador T100 (Bio-Rad Laboratérios do
Brasil®), observando os seguintes padroes de termociclagem: 95°C por 2:30 minutos, seguido
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por 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 25 segundos, e
extensdo final a 72 °C por 5 minutos. A partir disto, as amostras amplificadas foram submetidas
ao0s ensaios de PCR especificos.

3.5 Deteccdo molecular de para ordem piroplasmida e Anaplasma platys

Com o intuito de fazer a analise dos achados hematoldgicos e associa-los com os
animais positivos para E. canis, analises moleculares para ordem piroplasmida e A. platys foram
realizadas, sendo excluidos do presente estudo 0s animais positivos para esses agentes.

Foi realizada nested-PCR para detec¢do de agentes da ordem piroplasmida com alvo no
gene 185 rRNA, onde foram utilizados os oligoiniciadores BTFl1 (F-5’
GGCTCATTACAACAGTTATAG 3’) e BTR1 (R-5° CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC 37)
na primeira reagdo, amplificando aproximadamente 930pb. Na segunda reacdo o0s
oligoiniciadores foram: BTF2 (F 5 CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC 3’) e BTR2 (F-5’
GGACTACGACGGTATCTGATCG 3°), amplificando aproximadamente 800pb (Jefferies et
al., 2007). A primeira reacdo de PCR foi composta por 25 puL contendo 3 puL do DNA extraido
acrescido de 22 pL do Mix [0,2 pL de Taqg polimerase a 1U (GoTaq DNA Polymerase,
Promega®), 2 pL de cada iniciador a 10 uM (BTF1 e BTR1), 2 uL de dNTP a 2,5 mM, 1,5 uL
de MgClI2 a 25 mM (Promega® MgCI2 Solution), 5 pL de tampédo 5X (Colorless GoTag®,
Promega®) e 9,3 uL de agua ultrapura livre de DNases]. As condicdes de termociclagem foram:
95°C por 2:30 seg, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 30 seg, 58°C por 20 seg e 72°C por 30
seg, e extensdo final a 72 °C por 5 min. Na segunda rea¢éo, 2 pL do produto da primeira reagcdo
foi adicionado a 10,3 pL de agua ultrapura livre de DNases, 5 pL de tampao da enzima 5X
(Colorless GoTag®, Promega®), 1,5 uL de MgCl2 a 25 mM (MgCI2 Solution Promega®), 2
pL de dNTP a 2,5 mM, 2 pL de cada iniciador a 10 mM (BTF2 e BTR2) e 0,2 pL de Tag DNA
polimerase a 1 U (GoTag® DNA Polymerase, Promega®), somando um volume final de 25
uL, com condicgdes de termociclagem 95°C por 2:30 seg, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 30
seg, 62°C por 20 seg e 72°C por 30 seg, e extensdo final a 72 °C por 5 min. Uma amostra
sabidamente positiva para Babesia sp. e agua ultrapura livre de DNases foram utilizadas como
controles positivo e negativo, respectivamente.

Para a amplificacdo de A.platys, foram utilizados os oligoiniciadores gItA84F F - 5’
GACCTACGATCCGGGATTCA-3' e gltA69R R - 5-CCGCACGGTCGCTGTT-3’, baseados
no gene da citrato sintase (gltA) , amplificando 580 pares de base (Silva et al., 2016). O volume
final de reacdo foi de 25uL, sendo 2 ulL de DNA extraido acrescido a 5 UL de tampéo 5X
(Colorless GoTag®, Promega®), 3 pL de 25mM MgCl, (Promega® MgCl. Solution), 2 puL de
200mM DNTP’s, 1 uL de 10 pmol/uL de cada iniciador, 0,2uL (1U) de Taq polimerase (GoTaq
DNA Polymerase, Promega®), e completando o volume final com &gua (g.s.p.). O programa
do termociclador foi de 95°C por 2 min, seguido por 40 ciclos a 95°C por 30seg, 60 °C por
30seg e extensdo a 72°C por 40seg, com um ciclo de extensdo final de 72 °C por 5 minutos.
Uma amostra sabidamente positiva para A. platys e agua ultrapura, livre de DNAses, foram
utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.

3.6 Deteccdo molecular de Ehrlichia spp.

Foi realizada uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) visando o gene dsh, que
amplifica aproximadamente 683pb, com o objetivo de realizar uma triagem das amostras
positivas para o género Ehrlichia (Tabela 1). As reacGes foram realizadas utilizando os
iniciadores dsbF2 e dsbR2 (Cabezas-Cruz et al., 2012) .

Os oligoiniciadores foram: dsbF2 F - S’>CTTAGTAATACTAGTGGCAAGTTTTCCAC 3’ e
dshR2 R - 5> GTTGATATATCAGCTGCACCACCG 3’. O volume final de reacdo foi de 25pL,
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sendo 2 uL. de DNA extraido acrescido a 5 pL. de tampao 5X (Colorless GoTaq®, Promega®),
1,5 pL de 25mM MgCl2 (Promega® MgCl2 Solution), 2 pL de 200mM DNTP’s, 2pL de 10
pmol/uL de cada iniciador, 0,2uL (1U) de Tag polimerase (GoTag DNA Polymerase,
Promega®), e completando o volume final com &gua (g.s.p.). As condi¢cfes de termociclagem
foram: 95°C por 2:30 seg, seguido por 40 ciclos de 94 °C por 30 seg, 60°C por 30 seg e 72°C
por 45 seg, e extensdo final a 72 °C por 5 min.

O controle positivo foi obtido através de isolados de E. canis mantidos em nitrogénio
liquido no Laboratorio de Doencas Parasitarias — UFRRJ, e como controle negativo foi utilizado
agua ultrapura.

3.7 Deteccdo molecular de Ehrlichia canis utilizando os genes p28 e gp36

Para a caracterizacdo molecular, utilizou-se amostras positivas para Ehrlichia sp., onde
oligoiniciadores especificos para E. canis baseados no gene p28 foram empregados para
amplificar um fragmento de 843pb e gene TRP36 que amplifica um fragmento que varia de 800
a 1000pb (Tabela 1).

A reacéo foi feita com volume final de 25uL, sendo 2 pulL de DNA extraido acrescido a
5 UL de tampéo 5X (Colorless GoTaq®, Promega®), 2,5 pL de 25mM MgCl> (Promega®
MgClI2 Solution), 2 uL de 200mM DNTP’s, 1,25uL de 10 pmol/uL de cada iniciador, 0,2uL
(1U) de Taq polimerase (GoTag DNA Polymerase, Promega®), e completando o volume final
com agua (q.s.p.). As condic¢des de termociclagem foram: 95°C por 2:30 seg, seguido por 40
ciclos de 95 °C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 72°C por 50 seg, e extensdo final a 72 °C por 5
min.

Para o gene TRP36, realizou-se semi-nested que consistiu na utilizagio de: 3 pL de
DNA extraido acrescido a 5 puL de tampédo 5X (Colorless GoTag®, Promega®), 1,5 pL de
25mM MgClz (Promega® MgCI2 Solution), 2 pL de 200mM DNTP’s, 2uL de 10 pmol/uL de
cada iniciador, 0,2uL (1U) de Taq polimerase (GoTag DNA Polymerase, Promega®), e
completando o volume final com &gua ultrapura (g.s.p.). Na segunda reacdo as quantidades
utilizadas dos reagentes foram as mesmas, com excec¢do do DNA, pois foi utilizado 2uL de
produto da primeira reacéo.

As condicdes de termociclagem de ambas as reagdes foram: 95°C por 3 min, seguido
por 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 57°C por 30 seg e 72°C por 1 min, e extenséo final a 72 °C
por 5 min.

Isolados de E. canis, obtidos a partir de sangue canino, mantidos em nitrogénio liquido
no LDP — UFRRJ foram utilizados como controle positivo, enquanto que agua ultrapura foi
utilizada como controle negativo.
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Tabela 1. Conjuntos de oligoiniciadores especificos para os genes de E. canis utilizados para ensaios
moleculares em sangue de cé&es trombocitopénicos.

. .. . , Tamanho .
Genes Ensaio Iniciadores de oligonucleotideos Referéncias
produto
dsb PCR F5- CTTAGTAATACTAGTGGCAAGTTTTCCAC-3 68305 Cruz et al., 2012*
R5- GTTGATATATCAGCTGCACCACCG -3 P
p28 PCR F 5-ATGAATTGCAAAAAAATTCTTATA-3 843pb Nakaghi et al.,
R 5-TTAGAAGTTAAATCTTCCTCC-3 2010*
PCR F5-TTTAAAACAAAATTAACACACTA-3
R 5-AAGATTAACTTAATACTCAATATTACT-3 800 a 1000ph  Aguiaretal.,
TRP36
2014*
snPCR R 5-CACACTAAAATGTATAATAAAGC-3

PCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase; snPCR: Reacéo em Cadeia da Polimerase Semi-nested; bp: pares de bases.
*PCR realizada com adaptacdes.

3.8 Eletroforese e andlise dos resultados

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM
LMP Agarose, Invitrogen®) sob uma corrente de 75 V (5V/cm) por 90 minutos em TBE (Tris,
borato e EDTA). Em seguida, foram corados com DS View Nucleic Acid Stein (Sinapse Inc®)
e visualizados atraves de um transiluminador com luz ultravioleta (L-PIX Sti, Loccus). A fim
de determinar o tamanho dos fragmentos amplificados, eles foram comparados a um padréo de
peso molecular de 100pb (100bp Ladder Plus, Ready-To-Use, M1071, Sinapse Inc®).

3.9 Analise estatistica

Para comparacao das médias de valores dos parametros hematoldgicos entre 0s animais
positivos e negativos para E. canis foi utilizado o teste shapiro-wilks e teste ndo paramétrico
Wilcoxon. Além disso, foi utilizado proportion test — Software Statal6, que consiste no teste
de proporcdo baseada na aproximacdo da distribuicdo normal de dados binomiais. O teste
Kappa (IC 95%) foi empregado para avaliar a concordancia entre as técnicas de diagndstico
(Fleiss et al., 2003) e teste qui-quadrado foi aplicado para verificar a relagdo da positividade
para E. canis com as varidveis sexo, raca, idade e alteracGes hematoldgicas, considerando um
intervalo de confianca de 95%.

3.10 Sequenciamento genético e Analise filogenética

O material para sequenciamento foi purificado a partir de 5uL do produto de PCR das
amostras positivas, sendo tratados com Exo-Sap-IT (GE Healthcare®), seguindo o protocolo
indicado pelo fabricante. Os fragmentos foram sequenciados em ambas as dire¢cbes em um
analisador genético automatizado (ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®) no
Laboratdrio Multiusuario de Biologia Molecular PPGCV/ UFRRJ. As sequéncias obtidas foram
alinhadas atraves do programa DNA Baser®.

O alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado com as sequéncias obtidas neste
estudo e sequéncias do GenBank utilizando o programa MAFFT, implementado no software

14



Jalview v.2.11 (Katoh et al., 2013, Waterhouse et al., 2009). O modelo evolutivo mais adequado
foi determinado usando o0 MEGA versdo 11, utilizando o critério bayesiano (Tamura et al.,
2021). As relacoes filogenéticas foram estimadas usando a inferéncia filogenética por Maxima
Verossimilhanca (ML) com o programa PhyML, que esta implementado no SeaView v.5 (Gouy
et al., 2021) e no programa MEGA versdo 11. O suporte estatistico dos clados foi medido por
meio de uma busca heuristica com 1000 replicatas de bootstrap.

No quadro 1, estdo listados todos os cddigos de acesso e 0 pais de origem das sequéncias
do gene TRP36 utilizadas para o alinhamento e filogenia.

Quadro 1. Sequéncias do gene TRP36 de Ehrlichia canis obtidos no Genbank para o estudo.

TRP36 Cédigo de acesso
Ehrlichia canis- Jake EUA DQ085427
Ehrlichia canis-Cuiaba Brasil JX312079
Ehrlichia canis- Belem Brasil JX429924
Ehrlichia canis - Londrina Brasil JX312080
Ehrlichia canis -Monte Negro Brasil JX312081
Ehrlichia canis - Monte Negro Brasil JX312082
Ehrlichia canis — Florida EUA DQ146152
Ehrlichia canis — Nigeria JN982341
Ehrlichia canis — Rio de Janeiro Brasil KF233414
Ehrlichia canis- Sdo Paulo Brasil DQ146154
Ehrlichia canis — Rio de Janeiro Brasil MG584548
Ehrlichia canis — Rio de Janeiro Brasil MG584545
Ehrlichia canis — Rio de Janeiro Brasil KF233413
Ehrlichia canis - Taiwan EF551366
Ehrlichia canis - Taiwan EF651794
Ehrlichia canis - Africa KC479020
Ehrlichia canis - Africa KC479021
Ehrlichia canis — Col6mbia MN159558
Ehrlichia canis - Colémbia MW229073
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4 RESULTADOS

4.1 Deteccao do DNA de Ehrlichia canis em sangue de cées trombocitopénicos

Todas as amostras do presente estudo amplificaram um fragmento de 400pb para o gene
endogeno GAPDH (figura 3). A partir disso, as amostras foram submetidas a detecgdo
molecular por gene dsb pela PCR convencional para deteccdo de Ehrlichia spp.. De um total
de 404 amostras de sangue de cdes trombocitopénicos do estado do Rio de Janeiro, 21,04%
(85/404) amplificaram para Ehrlichia spp. (figura 4).

3 4°5 6 7-8 9:10 11 12 13 14+15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

g DT L Ll e

Figura 3. Representacdo dos produtos de PCR para o gene GAPDH de mamiferos (400pb) (seta
vermelha), aplicados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por
eletroforese (5V/cm), corados com DS View Nucleic Acid Stein (Sinapse Inc®) e visualizados em
transiluminador de luz UV. Poco 1: ladder; Pocos 2-28: amostras positivas; Poco 29: controle negativo.
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Figura 4. Representagdo dos produtos de PCR para o gene dsb de Ehrlichia spp. (683pb) (seta
vermelha), aplicados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por
eletroforese (5V/cm), corados com DS View Nucleic Acid Stein (Sinapse Inc) e visualizados em
transiluminador de luz UV. Poco 1: ladder; pocgos 2, 5,6, 9,13 e 15: amostras testes positivas; pocos 3-
4, 7-8, 10-12, 14, 16-28: amostras testes negativas; po¢o 29: controle negativo; pogo 30: controle
positivo.

As amostras que amplificaram no gene dsb foram submetidas ao gene p28 de E. canis,
onde todas as amostras (85/85) amplificaram um fragmento de 843pb (figura 5). Quando
submetidas ao gene TRP36 de E. canis, houve amplificacdo de 34,11% (29/85) das amostras
(figura 6). Para o sequenciamento e analise da diversidade genética, foram utilizados produtos
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de 15 amostras para o gene TRP36.

345 6T B9 10T 12813014 156161718 419120 21 9223 24 2526 27 28 29 .30

Figura 5. Representacdo dos produtos de PCR para o gene p28 de E. canis (843pb) (seta vermelha),
aplicados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por
eletroforese (5V/cm), corados com DS View Nucleic Acid Stein (Sinapse Inc®) e visualizados em
transiluminador de luz UV. Poco 1: ladder. Pogos 2-8, 10-14, 17-22, 24, 27-28: Amostras testes
positivas. Poco 9, 15-16, 23, 25-26, 29: Controles negativos; Poco 30: Controle positivo.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 6. Representagdo dos produtos de PCR para 0 gene TRP36 de E. canis (800-1000pb), aplicados
em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por eletroforese (5V/cm),
corados com DS View Nucleic Acid Stein (Sinapse Inc®) e visuali visualizados em transiluminador de
luz UV. Pogo 1: ladder. Pogos 2-7, 10-14, 16-21, 23-28: Amostras testes positivas. Po¢o 9: Amostra
teste exluida do estudo. Pogo 8, 15, 22, 29: Controles negativos; Poco 30: Controle positivo.

A frequéncia em cada mesorregido para as amostras de sangue de cées
trombocitopénicos positivos para E. canis, foi de 76,47% (65/85) para a Metropolitana e
23,53% (20/85) para a Sul Fluminese.
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4.2 Analise do alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene TRP36 de E. canis

Na anélise de identidade das sequéncias de nucleotideos obtidas atraves do gene TRP36,
as sequéncias do presente estudo apresentaram variagdo de 99,04% a 100% quando comparadas
com sequéncias de E. canis de Cuiab4, Rio de Janeiro, Monte Negro, Belém e Colémbia (Tabela
1).

Tabela 1. Similaridade entre as sequéncias de TRP36 de Ehrlichia canis do estudo e sequéncias depositadas
no Genbank.

Sequéncias do estudo Espécie/localidade N°. acesso  Homologia Query
Genbank (%) Coverage (%)
Ehrlichia canis isolate 232SF Ehrlichia canis — Cuiaba/Brasil JX312077 100 96
Ehrlichia canis isolate 414MT Ehrlichia canis — Rio de Janeiro/Brasil KF233413 99,39 99
Ehrlichia canis isolate 419MT Ehrlichia canis — Rio de Janeiro/Brasil KF233413 99,23 99
Ehrlichia canis isolate 275SF Ehrlichia canis — Rio de Janeiro/Brasil KF233413 99,68 98
Ehrlichia canis isolate 411MT Ehrlichia canis — Monte Negro/Brasil JX312081 99,04 100
Ehrlichia canis isolate 184MT Ehrlichia canis — Belém/Brasil JX429924 99,83 100
Ehrlichia canis isolate 381MT Ehrlichia canis — Cuiabé/Brasil JX312079 99,88 100
Ehrlichia canis isolate 431MT Ehrlichia canis - Coldmbia MN159558 99,71 93
Ehrlichia canis isolate 430MT Ehrlichia canis — Coldmbia MN159558 99,41 94
Ehrlichia canis isolate 255MT Ehrlichia canis — Monte Negro/Brasil JX312082 99,41 99
Ehrlichia canis isolate 345MT Ehrlichia canis — Cuiaba/Brasil JX312079 99,58 99
Ehrlichia canis isolate 385MT Ehrlichia canis — Coldmbia MN159558 99,88 99
Ehrlichia canis isolate 402MT Ehrlichia canis — Cuiaba/Brasil JX312079 99,56 99
Ehrlichia canis isolate 416MT Ehrlichia canis - Colémbia MN159558 99,71 100
Ehrlichia canis isolate 378MT Ehrlichia canis - Cuiabé&/Brasil JX312079 99,59 97

Para a analise das sequéncias do TRP36, os nucleotideos foram traduzidos em
aminoacidos para identificar a regido em tandem. Quatro sequéncias codificaram nove
aminoacidos (TEDSVSAPA) e o numero de repeti¢cbes variou entre 5 e 12 copias. As
sequéncias que apresentavam a regido em tandem “TEDSVSAPA”, utilizou-se como referéncia
a sequéncia Ehrlichia canis Jake-EUA (DQ085427), observando na cadeia de aminoacidos 17
pontos de polimorfismo entre os aminoacidos 11 e 79, como demonstrado na tabela 2.

A sequéncia Ehrlichia canis strain Cuiaba 1 (JX312079), foi utilizada como referéncia
para comparagdo com as sequéncias do presente estudo, cujas 11 sequéncias codificaram a
regido em tandem “ASVVPEAE” com o numero de repeticdes variando entre 3 a 22 copias.
Além disso, 7 pontos de polimorfismo na cadeia de aminoacidos foram observados (tabela 3).
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Tabela 2. Diferencas de aminoacidos do polipeptideo deduzido a partir de TRP36 entre as sequéncias de E. canis (TEDSVSAPA) obtidas de duas mesorregides

do estado do Rio de Janeiro e sequéncia referéncia depositada no Genbank.

. Posicdo do aminoacido? TRP*
Sequéncias
1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 25 36 38 43 47 49 50 79 145-240
E. canis strain Jake i 13
(DQO85427) L H L T T E I T N | H G S E E H P D  TEDSVSAPA
Ehrlichia canis 232SF . . ) - . G N \Y \Y/ Q G S G N TEDSVSAPAS
Ehrlichia canis 275SF S | F K Q O . . ) G ) N \V/ \V/ Q G S G N  TEDSVSAPA!?
Ehrlichia canis 414MT ) . F K Q Q K L Q \V; = N \V; \V/ Q G S G N  TEDSVSAPAY?
Ehrlichia canis 419MT ) - K K T G N \V} \V/ Q G S G N  TEDSVSAPA!?

Posi¢do baseada na sequéncia referéncia DQ085427. Os pontos “.”” Representam regi

Oes conservadas.



Tabela 3. Diferencas de aminoacidos do polipeptideo deduzido a partir de TRP36 entre as sequéncias de E. canis (ASVVPEAE) obtidas de duas mesorregides

do estado do Rio de Janeiro e sequéncia referéncia depositada no Genbank.

Sequéncias Posicdo do aminoacido? TRP*
28 39 52 94 100 128 145-240
Ehrlichia canis strain Cuiaba 1 (JX312079) | G G A D R ASVVPEAE®®
Ehrlichia canis 411MT ASVVPEAE!Y
Ehrlichia canis 184MT ASVVPEAE®?
Ehrlichia canis 381MT ASVVPEAE®®
Ehrlichia canis 431MT ) . ) ASVVPEAE!Y
Ehrlichia canis 430MT M D N ASVVPEAE®
Ehrlichia canis 255MT M D N ASVVPEAE?
Ehrlichia canis 345MT M D N ASVVPEAE?
Ehrlichia canis 385MT . . ) ASVVPEAE®®
Ehrlichia canis 402MT M . D N ASVVPEAEY
Ehrlichia canis 416MT D ) ) ASVVPEAEY!
Ehrlichia canis 378MT D \Y L ASVVPEAE®?

Posicdo baseada na sequéncia referéncia JX312079. Os pontos “.”” Representam regides conservadas.



Na analise de agrupamento do gene TRP36, foi possivel observar que 11 sequéncias do
estudo se agruparam com sequéncias brasileiras dos estados do Parana (JX312080), Mato
Grosso (JX312079), Rio Grande do Sul (JX312081) e Para (JX429924). Em contrapartida,
quatro amostras se agruparam com sequéncia do estado do Rio de Janeiro (KF233413) (Figura
8).

MW229073 Ehrlichia canis isolate C055 Colombia
Ehrlichia canis isolate 385MT Rio de Janeiro Brasil
Ehrlichia canis isolate 431MT Rio de Janeiro Brasil
Ehrlichia canis isolate 381MT Rio de Janeiro Brasil
Ehrlichia canis isolate 411MT Rio de Janeiro Brasil
MMN159558 Ehrlichia canis isolate Dog-323 Colombia
100] JX312080 Ehrlichia canis strain Londrina Brasil
JX429924 Ehrlichia canis strain Belem Brasil
JX312079 Ehrlichia canis strain Cuiaba 1 Brasil
_| JX312081 Ehrlichia canis strain Monte Negro 15 Brasil
Ehrlichia canis isolate 416MT Rio de Janeiro Brasil

@

Ehrlichia canis isolate 184MT Rio de Janeiro Brasil
r Ehrlichia canis isolate 378MT Rio de Janeiro Brasil

Ehrlichia canis isolate 430MT Rio de Janeiro Brasil
] %3 | Enrlichia canis isolate 255MT Rio de Janeiro Brasil
91| Ehrlichia canis isolate 345MT Rio de Janeiro Brasil
Ehrlichia canis isolate 402MT Rio de Janeiro Brasil
KF233413 Ehrlichia canis strain 56C Rio de Janeiro Brasil
Ehrlichia canis isolate 414MT Rio de Janeiro Brasil
Ehrlichia canis isolate 275SF Rio de Janeiro Brasil
Ehrlichia canis isolate 2325F Rio de Janeiro Brasil
[— Ehrlichia canis isolate 419MT Rio de Janeiro Brasil
JN9B82341 Ehrlichia canis strain NGR clone 94 Nigeria
sr MG584545 Ehrlichia canis isolate SulFlu(97) Rio de Janeiro Brasil
MG584548 Ehrlichia canis isolate Ehlichiacanis-Met(443) Rio de Janeiro Brasil
1o DQ146154 Ehrlichia canis strain Sao Paulo Brasil
KF233414 Ehrlichia canis strain 70C Rio de Janeiro Brasil
DQ085427 Ehrlichia canis strain Jake EUA
85- DQ146152 Ehrlichia canis strain Florida EUA
100] EF551366 Ehrlichia canis strain TWN1 Taiwan
EF651794 Ehrlichia canis strain TWMN3 Taiwan
99| KC479020 Ehrlichia canis strain 171 Africa
82 KC479021 Ehrlichia canis strain 222 Africa

7q

DQO085431 Ehrlichia chaffeensis strain Sapulpa

—_
0.10
Figura 7. Dendograma baseado nas sequéncias de Ehrlichia canis a partir do gene TRP36 das amostras
obtidas neste estudo e outras sequéncias de diferentes partes do mundo. O dendograma foi construido usando
0 método de Maxima Verossimilhanca. As andlises evolutivas foram realizadas no MEGA 11. Como
outgroup foi utilizado a sequéncia Ehrlichia chaffeensis strain Sapulpa (DQ085431).

4.3 Analise hematologica dos caes trombocitopénicos positivos para E. canis

Com o intuito de fazer analise das alteragdes hematologicas dos animais
trombocitopénicos positivos somente para E. canis, nove animais que possuiam coinfec¢do com
piroplasmida e/ou A. platys foram excluidos do estudo. Desta maneira, para esta analise, foram
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utilizados 76 cdes trombocitopénicos naturalmente infectados por E. canis e 283 amostras
sanguineas trombocitopénicas consideradas negativas para 0s agentes, totalizando uma
amostragem de 359 cées.

Na tabela 4, estdo apresentados os resultados hematoldgicos quantitativos com média,
desvio padrdo e amplitude dos animais trombocitopénicos positivos e negativos para E. canis.
A andlise estatistica evidenciou uma diferenca no valor do hematdcrito, por conseguinte, no
namero de hemécias, hemoglobina e CHCM, além do numero de eosinofilos e concentragéo de
proteinas plasmaticas entre 0s animais positivos e negativos.

Tabela 4. Média, desvio padrdo e amplitude dos valores hematoldgicos quantitativos dos animais
trombocitopénicos positivos e negativos para E. canis.

Animais positivos (N=76) Animais negativos (N=283)
Parametro Média £ DP Min. — Max. Média £ DP Min. — Max.
Eritrocitos (x10°/uL) 4,97 +1,38% 15-7,85 5,57 +1,65° 1,20 -9,69
Hemoglobina (g/dL) 9,9+28° 2,8-15.3 11,8 £3,4° 2,5-20,3
Hematocrito (%) 30,0 £9,3 10 - 49 36,1 +10,0° 8-60
VCM (fL) 64,3 +2,8° 60,2 - 75,2 65,3 + 4,2° 60,0 - 76,9
CHCM (%) 32,1+1,3 28,0 - 35,7 328+1,2° 30,8 -36,0
Leucometria global (/uL)  10.225+5.067* 1.300-30.000 10.734 +£6.261* 500 — 38.000
Basofilos (/uL) 0 0 0 0
Eosindfilos (/uL) 219 + 262° 01540 442 +553° 0-3.256
Bastdes (/uL) 41 £ 129° 0-900 30 +98° 0-730
Segmentados (/uL) 7.607 £ 4.2518 0-27.600 7.621 £5.1478 0 -33.060
Linfécitos (/uL) 1.815 + 1.3378 0-5.796 2.188 +2.1222 0-16.900
Mondcitos (/L) 512 + 6412 0 - 4080 430 + 5092 0 -3.585
Plaquetas (x10%/uL) 107,6 + 40,62 15,0 - 188,0 125,5 + 94,0 19,0 -120,0
PPT (g/dL) 6,7+ 1,22 4,0-12,0 79+15° 44-12,4

Letras diferentes na horizontal indicam diferenca estatistica (p<0,05).
NE: N&o encontrados

As alteracBes hematoldgicas presentes nos caes positivos para E. canis também foram
estudadas, comparando-as com as alteragcdes dos cdes trombocitopénicos negativos, a fim de
verificar sua relevancia para o diagndstico. Foram utilizados os intervalos de referéncia
disponiveis em literaturas de referéncia (Jain, 1983; Rizzi; Meinkoth; Clinkenberd, 2010).
Considerando as alteracbes hematoldgicas, a anemia, hiperproteinemia e a presenga de
monocitos ativados foram as alteracGes que tiveram associacao significativa.
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Tabela 5. Alteracdes hematoldgicos observados em cdes trombocitopénicos naturalmente infectados
por E. canis e comparacdo com animais trombocitopénicos negativos.

Total de animais E. canis Negativos
Alteracdo n/N (%) n/N (%) n/N (%) p-valor
Anemia* 140/359 39,00 46/76 60,53 94/283 33,22 <0,001**
Leucocitose 47/359 13,10 5/76 6,58 42/283 14,84 0,058
Leucopenia* 25/359 6,96 2/76 2,63 23/283 8,13 0,094
Eosinofilia 26/359 7,24 2/76 2,63 24/283 8,48 0,081
Eosinopenia* 43/359 11,98 11/76 14,47 32/283 11,30 0,450
DNNE 2/359 0,51 1/76 1,32 1/283 0,35 0,317
Neutrofilia 64/359 17,83 9/76 11,84 55/283 19,43 0,124
Neutropenia* 8/359 2,03 - - 8/283 2,51 -
Linfocitose 29/359 7,34 4/76 5,26 25/283 7,84 0,311
Linfopenia* 128/359 35,65 31/76 40,79 97/283 34,28 0,293
Monocitose 20/359 5,57 5/76 6,58 15/283 5,30 0,666
Pancitopenia 46/359 12,81 10/76 13,16 36/283 12,72 0,919
Hiperproteinemia  115/359 32,03 7176 9,21 108/283 38,16 <0,001**
Hipoproteinemia 16/359 4,46 6/76 7,89 10/283 3,18 0,110
Mondcitos Ativados  50/359 13,93 16/76 21,05 34/283 12,01  0,0433**
Neutrofilos toxicos ~ 2/359 0,56 1/76 1,32 1/283 0,35 0,317

Macroplaquetas 53/359 14,76 16/76 21,05 37/283 13,07 0,0817

*Em animais que ndo apresentaram pancitopenia; n: quantidade de animais onde a alteracéo foi observada; N: total
de animais trombocitopénicos avaliados; (%) percentual de observacéo da alteragéo;

**Associagdo estatistica significativa entre a infeccdo por E. canis e a respectiva alteracdo clinico-laboratorial,
pelo teste Qui-quadrado utilizando a=0.05.

4.4 Andlise das inclusdes sugestivas de E. canis em esfregaco sanguineo

Considerando a pesquisa de hemoparasitos em esfregaco sanguineo, foi possivel
observar que 2,72% (11/404) dos cdes apresentavam inclusfes basofilicas intracitoplasmaticas
em celulas mononucleares (figura 7) e plaquetas. Porém, nas analises moleculares 21,04%
(85/404) das amostras apresentaram amplificacdo, através de PCR para o gene dsb,
demonstrando concordancia fraca entre as técnicas diagndsticas (tabela 6).

Constatou-se que sete amostras que continham inclusdes basofilicas em mondcitos,
apresentaram positividade para E. canis na PCR e trés foram negativas no diagnostico
molecular. Além disso, uma amostra positiva na PCR para E. canis apresentava inclusdao em
plaquetas, sendo negativa para A. platys na PCR.
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Figura 9. Esfrga(;o sanguineo de amostras de cdes trombocitopénicos apresentando inclusdes
basofilicas sugestivas de mérulas de E. canis (setas pretas), corados por Panético Rapido®, microscopia
Optica, objetiva em 6leo de imersdo de 100x. Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 6. Analise da discordancia entre o teste citoldgico e PCR, comparando os resultados das amostras
trombocitopénicas utilizadas no presente estudo.

Diagnéstico Molecular

Diagnostico Citologico Positivo Negativo Total
Positivo 8 3 11
Negativo 77 316 394
Total 85 319 404
Kappa 0,124 [IC 95%: 0,035;0,213]

4.5 Anélise das variaveis extrinsecas dos caes trombocitopénicos a Ehrlichia canis

Quanto as variaveis associadas a positividade, na tabela 11, estd demonstrada a relacéo
do género com a positividade, onde os machos apresentaram um percentual de 20,39% (42/206)
e as fémeas 21,72% (43/198), ndo havendo diferenca estatistica significativa (=0,743).
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Tabela 7. Frequéncia de positividade de sangue de cées trombocitopénicos para E. canis, através da
PCR e o género.

PCR positivos

Género N total N (%) X2 p (valor)*
Macho 206 42 20,39
0,107 0,743
Fémea 198 43 21,72
TOTAL 404 85 21,04

A relacdo entre a definicdo racial com a positividade, estd demonstrada na Tabela 12.
Os animais sem raca definida (SRD) (20,71%, n=41/198) apresentaram menor percentual
quando comparados aos animais com raca definida (CRD) (21,36%, n=44/206). Entretanto, ndo
foi observada diferenca estatistica significativa entre eles (p=0,872).

Tabela 8. Frequéncia de positividade de sangue de cdes trombocitopénicos para E. canis, através da
PCR e o tipo racial.

PCR positivos

Defini¢do racial N total N (%) 12 p (valor)*
CRD 206 44 21,36
0,025 0,872
SRD 198 41 20,71
TOTAL 404 85 21,04

Em relacdo a idade dos animais, os mesmos foram divididos em animais até 12 meses
de idade (36,63%, n=37/101), entre 12 e 24 meses (25%, n=10/40) e animais com mais de 24
meses (14,45%, n=38/263) (Tabela 13). A estatistica demonstrou que a positividade para E.
canis pelas técnicas empregadas no estudo, em animais de 0-12 é estatisticamente maior que 0
grupo >24, mas igual ao grupo >12-24 meses (p<0,001).

Tabela 9. Frequéncia de positividade de sangue de cdes trombocitopénicos para E. canis, através da
PCR e a idade.

PCR positivos

Idade (meses) N total N (%) %2 p (valor)*
0-12 101 37 36,63
>12 -24 40 10 25
22,03 <0,001
>24 263 38 14,45
TOTAL 404 85 21,04
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5 DISCUSSAO

Observa-se a ocorréncia de E. canis em cées trombocitopénicos das duas mesorregides
do estado do Rio de Janeiro. Estudos na regido Metropolitana demonstram uma variedade na
frequéncia de positividade para o agente da erliquiose monocitica canina, onde Macieira et al.
(2005), Ferreira et al. (2014) e Lins et al. (2019), encontraram através de técnicas moleculares,
positividade de 16%, 5% e 59,29% (67/113), respectivamente. A partir dos animais positivos,
Lins et al. (2019) observaram uma frequéncia de 13,27% (15/113), na regido Sul Fluminense,
e no presente estudo a positividade a partir dos animais trombocitopénicos positivos nesta
mesma regido foi de 23,53% (20/85).

Paulino e seus colaboradores (2018), avaliando a presenca de E. canis na regiao sudeste
do Rio de Janeiro, encontraram uma prevaléncia de 24,8% dos cées positivos em uma populagéo
de 390 animais. Por outro lado, Macieira et al. (2005) encontraram uma frequéncia de 32,1%
de positividade pelo PCR em cées trombocitopénicos do Rio de Janeiro e Dagnone et al. (2003),
observaram que 19,7% dos cées trombocitopénicos tinham E. canis, resultado semelhante ao
presente estudo, onde a frequéncia de positividade para o agente etioldgico foi de 21,04%.
Comparando os dados com outras cidades do Brasil, Ueno et al. (2009) em um estudo realizado
em cées atendidos no Hospital Veterinario de Botucatu, identificaram uma positividade em 40%
dos animais através da técnica de PCR. No Hospital Veterinario da Universidade Santo Amaro,
regido Sul de Sdo Paulo, 16,7% (9/54) dos cdes foram positivos no diagnostico molecular
(Queiroz et al., 2022). A frequéncia de positividade do presente estudo em comparagdo a
estudos mundiais, possui variagdo, Navarrete et al. (2018) descreveram um percentual de
47,35% em Cuba, Mittal et al. (2017) observaram uma frequéncia de 5,78% na india e Cicuttin
et al. (2016) relataram positividade de 6,7% em Buenos Aires. A oscilacdo de positividade nos
animais pode ser influenciada por condicdes climaticas, distribuicdo do vetor, populagédo
estudada, habitat e comportamento animal, assim como a metodologia aplicada na investigagédo
do agente (Dagnone et al., 2001).

As sequéncias do gene p28 possuem um relevante grau de conservacao, sendo Util para
producdo de vacinas e padronizacdo de testes de imunodiagnéstico (McBride et al., 1999;
Nakaghi et al., 2010). As sequéncias obtidas por Lins et al. (2019) nas mesorregides do estado
do Rio de Janeiro, revelaram alto grau de identidade com amostras de Jaboticabal-SP (Brasil),
Carolina do Norte, Oklahoma e Louisiania (provindas dos EUA). Além disso, este gene
demonstrou alta sensibilidade para deteccdo de E. canis, uma vez que todas as amostras
submetidas ao gene dsb para o género Ehrlichia, também amplificaram no gene p28.

Analisando o gene TRP36, as amostras do presente estudo apresentaram diversidade
genética entre si, assim como das sequéncias descritas por Ferreira et al. (2014) e Lins et al.
(2019) nas mesorregiGes do Rio de Janeiro. Ndo obstante, na reconstrugdo filogenética
observou-se que mesmo que as mesorregides fossem proximas, as sequéncias foram diferentes,
principamelmente na mesorregido Metropolitana do Rio de Janeiro, diferindo do estudo de Lins
et al. (2019) que identificaram 100% de similaridade das sequéncias obtidas nas mesorregioes
Sul Fluminense e Metropolitana.

A regido de repeticdo em tandem para TEDSVSAPA em quatro amostras, variou entre
5 (232SF) a 12 copias (275F, 414MT e 419MT). Em estudos realizados no estado do Rio de
Janeiro, Ferreira et al. (2014) descreveram sequéncias variando de 5 a 8 copias e Lins et al.
(2019) relataram sequéncias em diferentes mesorregides com 11 cépias. Zweygarth et al. (2014)
observaram sequéncias que continham 7 (Africa do Sul 222), 8 (Espanha 105) e 16 (Africa do
Sul 171) repeticdes em tandem e Arroyave et al. (2020) descreveram sequéncias TEDVSAPA
variando entre 10 a 19 cépias. Porém, um hibrido (Cuiaba 16) foi relatado na regido centro-
oeste possivelmente criado através da associa¢do entre duas linhagens de genogrupos diferentes
(Aguiar et al., 2013), a semelhanca da sequéncia 56C, descrita por Ferreira et al. (2014), cujo
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agrupamento se deu com a sequéncia Cuiaba 16 e a identidade entre as sequéncias da regido N-
terminal foi de 100%, propondo que 0 genogrupo brasileiro também pode estar circulando no
estado do Rio de Janeiro, visto que as sequéncias de nucleotideos Cuiabd 16 e 56C
apresentavam 100% de identidade com as regides N-terminais das sequéncias do genogrupo
brasileiro (Cuiaba 1, Belém e Londrina). A sequéncia de repeticdo ASVVPEAE é
correspondente ao genogrupo brasileiro (BR) e foi descrito no brasil nas regides Norte e Sul
apresentando de 6 a 15 copias (Aguiar et al. 2013). Cées colombianos também apresentaram a
repeticdo ASVVPEAE com 15 sequéncias de repeticdo (Arroyave et al., 2020). Entretanto, 11
amostras da mesorregido Metropolitana do nosso estudo, mostraram a regido de repeticéo
ASVVPEAE variando entre 3 a 22 copias. Com isso, sugere-se a primeira descricdo deste
genogrupo com a repeticio ASVVPEAE, no estado do Rio de Janeiro. E relevante ressaltar que
0 numero de repeticdes em tandem pode conduzir a variacdes nas conformacdes da proteina,
impactando, desse modo, tanto a sua funcéo bioldgica quanto o seu comportamento (Alberts et
al., 2008) e estdo associados a interacdes funcionais hospedeiro-patdgeno, como adesao,
internalizacdo, nucleacdo de actina e evasao imunolégica (McBride; Walker, 2011).

A alteracdo mais frequente na série vermelha dos pacientes com EMC foi a anemia,
corroborando Borin e colaboradores (2009) que indicaram apenas a anemia como a alteragéo
mais frequente no hemograma, sendo a anemia normocitica normocrémica a mais comum
(Nakaghi et al., 2008; Shipov et al., 2008). Estudos afirmam que esse achado pode ser explicado
pelo fato de a infec¢do poder ocasionar supressao difusa da eritropoiese na medula éssea (Witter
et al., 2013), a reducdo da eritropoiese ou reacdes de hipersensibilidade do tipo Il, que podem
provocar destruicdo e fagocitose das hemécias por mondcitos/macréfagos. A anemia € uma
alteracdo hematoldgica importante na infeccdo por E. canis, onde estudos realizados por
Meneses et al. (2008), Moreira et al. (2003) e Cordeiro et al. (2023), identificaram tal alteracéo
em 70,3%, 73% e 90,5% dos cées positivos, respectivamente.

O leucograma sé apresentou diferenca estatistica em relacdo ao nimero de eosinofilos
nos animais positivos e negativos. De acordo com Castro et al. (2004), é possivel que as
alteracOes nas contagens leucocitarias ndo se tornem claramente evidentes até a quarta semana
de infeccdo, momento em que a leucopenia comeca a ser uma alteracdo hematoldgica
significativa. Eles também enfatizam que a eosinopenia e a linfopenia sdo achados tipicos da
fase aguda da doenca. Por outro lado, Albernaz et al. (2007) mencionam que a contagem de
neutrdfilos pode ser influenciada pela fase da doenca, assim como Stiles et al. (2000) descrevem
que a contagem de monadcitos pode variar no transcorrer da doenca e estar consideravelmente
aumentada na fase cronica.

Houve diferenga estatistica em relacdo as proteinas plasmaéticas, onde a
hiperproteinemia estava presente em um maior nimero de animais negativos para o patégeno.
Harvey (2012) descreve que o aumento da producdo de proteinas de fase aguda,
imunoglobulinas e reducdo na sintese de albumina podem ser observadas em quadros
inflamatdrios. Além disso, outras causas de hiperproteinemia devem ser consideradas.

Na fase aguda da doenca a trombocitopenia € a alteragdo mais evidente, envolvendo
diversos mecanismos inflamatdrios e imunolégicos, que levam a um aumento do consumo de
plaquetas devido a altos valores séricos de anticorpos 1gG antiplaquetarios, presentes no
endotélio vascular inflamado, além da diminuig&o das plaquetas devido ao sequestro esplénico
(Solano-Gallego, 2015). Porem, um unico achado de trombocitopenia no hemograma, nédo deve
ser considerado diagndstico para infeccdo por E. canis. Todos os animais utilizados no estudo
apresentavam trombocitopenia, entretanto 21,04% (85/404)dos caes foram positivos na técnica
molecular utilizando sangue total, demonstrando que outras causas de trombocitopenias devem
ser incluidas como diagndstico diferencial. A diminuicdo na producdo de plaquetas pode ser
por consequéncia da hipoplasia de medula e suas causas sdo variadas, como por exemplo,
irradiacdo corporal total, medicamentos, toxinas, agentes infecciosos e neoplasias (Baker,
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2015). Cordeiro e colaboradores (2023) analisando as alteragcbes hematoldgicas de cées
positivos no diagnostico molecular para agentes causadores de hemoparasitoses, constataram
que 52,4% (11/21) dos cdes ndo apresentavam trombocitopenia para Ehrlichia canis,
demonstrando que os cdes podem ter positividade para E. canis e ndo ter alteracao nos valores
plaquetarios.

A presenca de mondcitos ativados em esfregaco sanguineo entre os animais infectados
e ndo infectados apresentou diferenca estatistica. Harrus e Waner (2011) descrevem que
monocitos reativos podem estar presentes no esfregaco sanguineo de animais infectados.

Comparando os valores hematoldgicos dos caes infectados pelos diferentes genotipos
de E. canis, foi observado significancia somente no VGM, entretanto, dentro do valor de
referéncia para a espécie. Ferreira et al. (2014) avaliando dois animais infectados, observaram
gue o animal infectado com a cepa do genogrupo EUA, apresentava somente trombocitopenia
com auséncia de sinais clinicos da doenga. Por outro lado, o animal infectado com a cepa
hibrida, demonstrava sinais clinicos e achados hematoldgicos como anemia grave,
trombocitopenia e leucocitose.

A técnica citoldgica para visualizacdo de inclusdes de E. canis, € uma técnica nao
onerosa, simples, empregada na rotina clinica, porém ela é mais eficiente na fase aguda doenca
e possui baixa sensibilidade, onde 0-10% dos esfregacos de sangue periférico apresentardo
inclus@es erliquiais (Diniz; Aguiar, 2022). O presente estudo encontrou inclusdes basofilicas
no citoplasma de mondcitos e plaguetas em 2,72% (11/85) das amostras, porém com
confirmagéo molecular para E. canis em oito animais. Na analise estatistica, houve discordancia
entre as técnicas de diagnoéstico utilizadas, uma vez que a técnica molecular se mostrou mais
sensivel que a citoldgica, fato observado por Nakaghi et al. (2008) que encontraram uma maior
positividade em cées pela PCR (53,3% n=16/30) quando comparado com o esfregago sanguineo
(3,3% n=1/30).

Ressalta-se que plaquetas, granulos azuroéfilos linfociticos e material nuclear fagocitado,
podem ser confundidos com inclusdes erliquiais, assim como a infeccdo por outros agentes
pertencentes a familia Anaplasmataceae em mondcitos, sendo muitas vezes confundidos pelo
observador no momento da anélise do esfregaco sanguineo (Harrus; Waner, 2011), o que pode
ter ocorrido nas trés amostras que ndo amplificaram para E. canis. Ademais, uma amostra com
inclusdo em plaquetas foi positiva molecularmente para E. canis e negativa para A. platys,
demonstrando que este agente pode infectar plaquetas, como observado por Dagnone et al.
(2009) gque encontraram animais positivos para E. canis com inclusdes plaguetérias.

Analisando os aspectos epidemioldgicos, as variaveis como género e raca, nao tiveram
associacBes com a positividade de E. canis em cdes trombicitopénicos das mesorregides
Metropolitana e Sul Fluminese do estado do Rio de Janeiro. Esses dados corroboram estudos
realizados por Aguiar et al. (2007b), Silva et al. (2010), Sousa et al. (2010), Cartagena Yarce
etal. (2015) e Lins (2018) que ndo encontraram associacao entre essas variaveis e a positividade
para a riquétsia. Apesar de ndo ter observado diferenca estatistica entre as variaveis, a exposi¢éo
de machos a E. canis foi discretamente maior, corroborando com Cusicanqui; Zuniga et al.
(2020). Em relacéo a idade, Aguiar et al. (2007b) e Azevedo et al. (2011) ndo encontraram
diferenca estatistica significativa na populacao estudada, porém Ueno et al. (2009) observaram
que cdes até 12 meses de idade apresentavam uma maior positividade para E.canis, assim como
evidenciado no presente estudo, onde cdes até 12 meses foram mais infectados pelo agente do
gue aqueles com idade superior a 24 meses. Ressalta-se que os dados do presente estudo foram
analisados dentro de uma populacdo amostral de animais trombocitopénicos.
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6 CONCLUSAO

Ehlichia canis esta presente nas duas mesorregides do estado do Rio de Janeiro. Além
disso, com o estudo, foi possivel observar que existem dois gendtipos circulando nas duas
mesorregides, 0 genogrupo americano na mesorregidao Sul Fluminense e Metropolitana, além
do genogrupo brasileiro na mesorregido Metropolitana.

A anemia foi a alteracdo hematol6gica com maior frequéncia nos animais positivos para
E. canis.

As varidveis sexo e raga ndo demosntraram associagdo com a positividade para E. canis,
porém cdes até 12 meses tiveram associa¢do com a infeccdo pela riquétisa.
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ANEXOS

I- Parecer do CEUA/UFRRJ autorizando a realizacdo da pesquisa.

UFRRJ Comissdo de Eticano CY'E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria U/ N\A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *Diagnéstico e isolamento de hemoparasitos de cles de duas mesorregides do estado do
Rio de Janeire”, protocolada sob o CEUA n2 7340040222 jo oo, sob a responsabilidade de Bruna de Azevedo Badta ¢ aguipe;
Adivalde Henrique da Fonseca; Matheus Dias Cordeiro ; Dioge dos Santos Maia - que envolve a producho, manutencio efou
utilizaco de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fing de pesquisa clentifica ou
ensing - estd de acorde com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissho de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeire (CEUA/UFRR]) na
reunifo de 07/02/2022.

We certify that the proposal "Diagnosis and isolation of hemoparasites in dogs f.r.o.m two mesoregions of the state of Rio de
Janeiro®, utilizing 200 Dogs (males and females), protocol number CEUA 7340040222 up ooz, under the responsibility of Bruna
de Azevedo Badta and team; Adivalde Henrigue da Fonseca; Matheus Dias Cordeire ; Diogo dos Santos Maia - which involves the
production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009,
as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by
the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) in the
meeting of 02/07/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 03/2022 a 0172025 Area: Parasitologia Animal

Origem: Animais de proprietérios
Espécie: Cles sexo: Machos e Fémeas idade: 4 a 180 meses N: 200
Linhagem: diferentes racas Peso: 3 adlkg

Local do experimento: O local de exame dos animais serd de acordo com a preferéncia dos tutores, podendo ser realizado na
residéncia ou na dinica veterinaria onde o animal estiver sendo atendida.

Seropédica, 08 de fevereiro de 2022

IO

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Viviane de Souza Magalhfes
Coordenador da Comisslo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comisso de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeira Janeiro

BR 485, ¥m 7/ Campus da UFAR) - Seropédica - Rio de janeim - CER: 23850-000 - tel: 58 (21) 2682.3051
Horling de atendimenin: 20 a2 69 dac 8 < 170 - e-mail: coua. vodrj@gmail.com
CEUAN 1340040022
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II-  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aplicado aos responsaveis pelos
animais

UFRRJ

UNWERSIDADE FEDERAL RURAL
DO AHD DE [AMEIRD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

Diagnaostico e isclamento de hemoparasitos de cdes de duas mesorregides do estado do
Rio de Janeiro
Razio Secial / CEUA: Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — CEUA IV
CIAEP: 02.0081.2019

Equipe Executora
Nome Telefone E-mail Fungio

[Bruna de Azevedo Basta |[21)994736338 [babaetaiiiufing . br [Docente’coordenadora

|4 divaldo Hennque da I(21)98 7108363 adrvaldogdufin br [Pesquisador/colaborador

[Fonseca

MMatheus Dhas Cordewre (211986191846 imatheordeoiihbotmnail co[Técnico Executante
Im

Diogo dos Santos Maia  ([21) 99599-3541 dm patoclinggemail co [Mestrando/Executante
Im

[lénathan David Rabas I24) 99307-0289 jonatachasas Ghotmail, Mestrando Executanta

Chagas -

Telefone CEUATV/UFRRT: (21 2682-3051

Prezado Sr. (Sra.),

O(a) senhor(a) esta sendo convidado(a) a avtorizar a participaciic de sen animal em
projeto de pesquisa, que tem como finalidade diagnosticar cdes portadores de
Anaplasma sp, Ehrlichia sp e Ricketsia sp de duas mesorregides do estado do Rio de
Janeiro, através de analises hematoldgicas e moleculares, e proceder o isolamento e
propagacio in vitro destes patogeno, utilizando cultive de células de carrapatos.

Os cdes serdo inspecionados gquanto a presenca de carrapatos e entdo sera realizada as
coletas de carrapatos e de amosira sanguinea desses animais. Apos avaliagio clinica sera
realizada coleta de 3ml de sangue por pungio da veia cefilica ow jugular. Ao retirar a
agulha 23G havera compressio do local com algodio até coagulacio. Animais agressivos
seriio contidos durante todo o exame clipico com atadura de algodio no focinho
apropriada para o seu porte/tamanho. O procedimento nio oferece riscos para sande do
animal. Apds as analises. os tuteres serdo informados sobre resultados dos exames dos
animais e com os resultados da pesquisa, aumentara o conhecimento scbre os
hemoparasitos de cies, podendo servir para futuros estudos de diagnéstico e producic de
material diagnostico.

Todos os procedimentos segoem os principios €ticos no uso de amimais elaborados

pele Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA) e aprovado

41



UFRR]

UNWERSIDADE FEDERAL RLIRAL
DO AN DE JANEIRD

pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Veteriniria da UFREJ
sob o CEUAN®

Supa autorizacdo para a inclusio do(s) sen(s) animal(is) nesse estudo & veluntaria.
Seu(s) animal(is) podera(do) ser retirado(s) do estudo, a qualgquer momento, sem gue isso
cause qualquer prejuize a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais sera
preservada. Os membros da CEUA ou as avtoridades regulatorias poderdo solicitar suas
informagdes, e nesse caso, elas serdo dingidas especificamente para fins de inspegdes
regulares.

O Meédico Veterinario responsavel pelo(s) sew(s) amima(is) sera ofa)
. inscritofa) no CEMV sob o n® _  Além dele, a equipe
do Pesquisador Principal Bruna de Azevedo Baéta, também se responsabilizara pelo
bem-estar do(s) sew(s) animal(is) durante todo o estudo e ao final dele.

Ouando for necessario, durante ouw apos o periodo do estudo, vocé podera entrar em

contato com o Pesquisador Principal ou com  a sua equipe pelos contatos descritos no

inicio deste documento.

Declaracio de consentimento

Fui devidamente esclarecidofa) sebre todos os procedimentos deste estudo, seus
riscose bengficios ao(s) animal(is) pelofs) gual(is) sou respensavel. Fui também
informado que posso vefirar meu(s) animal(is) do estudo a qualguer momento. Ao
assinar este Termeo de Consenfimento, declare que autorizo a parficipagdo do(s)

men(s) animal(is) identificado(s), a seguir, neste prajeto.

Identificacdo dos animais

Nome on nomero Espécie Faga Idade

(local). de de

Aszinaira do Fesponsavel Aszinatura do Pesquisador
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