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RESUMO

AZEVEDO, Felipe Delorme. Protocolos terapéuticos no tratamento da erliquiose
monocitica canina. 2012. 63p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

A bactéria Ehrlichia canis acomete principalmente os cédes, no entanto, pode infectar o
homem. Nos cdes é causador da erliquiose monocitica canina, uma hemoparasitose muito
comum na pratica veterinria, que pode ocorrer de forma aguda, subclinica ou cronica,
determinando manifestacdes clinicas diversas. A fase cronica da doenca, comumente leva o
animal ao 6bito. E transmitida pelo carrapato vetor, Rhipicephalus sanguineus e coinfecgdes
com outros hemoparasitos sao comumente observadas. No Brasil, a erliquiose monocitica
canina é a mais frequente hemoparasitose riquetsial, no entanto, a trombocitopenia ciclica
canina (Anaplasma platys) e, mais recentemente, a anaplasmose granulocitica canina
(Anaplasma phagocitophilum) tém sido comumente relatadas. A terapéutica destas
enfermidades se faz com o uso de antibioticos, sendo a doxiciclina o farmaco de eleicdo. No
Brasil, seu uso € comumente realizado duas vezes ao dia, durante 21 dias, na dose de
10mg/kg, o que demanda tempo e dedicacdo por parte dos proprietarios. Portanto, o regime de
administracdo do medicamento a cada 12 horas, por vezes, é um fator complicador. Sendo
assim, diferentes protocolos terapéuticos foram avaliados neste trabalho, a fim de estabelecer
protocolos que pudessem facilitar o tratamento dos animais. Um total de 51 cées,
naturalmente infectados por E. canis, sendo 18 com coinfeccdo por A. platys, confirmados por
exames moleculares de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram submetidos a cinco
regimes terapéuticos distintos: azitromicina 10 mg/kg via oral (VO) SID por 28 dias;
enrofloxacino 10 mg/kg VO SID por 28 dias; dipropionato de imidocarb 5mg/kg SC 2
aplicacbes com intervalo de 14 dias; doxiciclina 20mg/kg VO SID por 28 dias e
oxitetraciclina LA 20mg/kg IM 4 vezes com intervalos de 7 dias. Os animais foram
monitorados semanalmente por meio de exames de sangue completos. Amostras de sangue
periférico foram submetidas a PCR depois do tratamento. Os achados laboratoriais
significativamente importantes no curso desta enfermidade foram anemia, trombocitopenia e
leucopenia. Os mesmos foram excelentes parametros na avaliacdo da resposta ao tratamento,
pois estes se encontravam abaixo da normalidade em decorréncia da doenca e apds o
tratamento voltaram aos valores de referéncia de forma significativa (p<0,05). A eficacia do
tratamento com doxiciclina (20mg/Kg VO SID por 28 dias) e com oxitetraciclina de longa
acdo (LA) (20mg/Kg IM a cada 7 dias por 28 dias) foi comprovada através de ensaios de
PCR, associados a normalizacdo dos parametros hematologicos. Entretanto, os resultados
evidenciaram uma falha na tentativa de tratar os animais com enrofloxacino, azitromicina e
dipropionato de imidocarb, num regime de sete dias. ElevacGes significativas nos valores da
alanina aminotransferase (ALT) e da ureia nos animais tratados com oxitetraciclina podem
indicar a toxidade deste farmaco para os cdes a longo prazo. Portanto concluiu-se que a
doxiciclina e a oxitetraciclina LA foram eficazes no tratamento da erliquiose monocitica
canina, bem como no tratamento da trombocitopenia ciclica infecciosa canina.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, PCR , tetraciclinas.



ABSTRACT

AZEVEDO, Felipe Delorme. Treatment protocols for canine monocytic ehrlichiosis. 2012.
63p. Tese (Doctor in Veterinary Science). Instituto de Veterinéria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The bacterium Ehrlichia canis affects mainly dogs, but can also infects humans. In dogs, it is
the causative agent of the canine monocytic ehrlichiosis, a very common disease in veterinary
practice, which may present as an acute, subclinical or chronic disease and can determine
different clinical manifestations. In its chronic form often leads the animal to death. It is
transmitted by the tick vector, Rhipicephalus sanguineus and co-infections with others
hemoparasites are commonly observed. In Brazil, the canine monocytic ehrlichiosis is the
most frequent hemoparasitosis, however canine infectious cyclic thrombocytopenia
(Anaplasma platys) and more recently canine granulocytic anaplasmosis (Anaplasma
phagocitophilum) have been reported. The treatment is based in antibiotics, and doxycycline
is the first choice drug. In Brazil, it is used twice a day for three weeks (10 mg/kg), which
requires time and dedication from dog’s owners. The drug administration every 12 hours is
often a complicating factor, and therefore different treatment protocols were herein evaluated
in order to establish protocols that can facilitate the treatment of the animals. A total of 51
dogs naturally infected with E.canis, where 18 were co-infected with A. platys, confirmed by
polymerase chain reaction (PCR) were treated with five distinct treatment protocols:
Azithromycin 10 mg/kg orally every 24 hours for 28 days; enrofloxacin 10 mg/kg orally
every 24 hours for 28 days; imidocarb dipropionate 5mg/kg SC, administered twice with a 14-
day interval; doxycycline 20mg/kg orally every 24 hours for 28 days and long-acting
oxytetracycline 20mg/kg intramuscular, administered four times with a 7-day interval.
Animals were monitored weekly by complete blood tests. Peripheral blood samples were
collected to perform PCR after treatment. Laboratorial findings related with this disease were:
anemia, thrombocytopenia and leukopenia. These were good parameters for evaluating
treatment response, since all showed values lower than normal levels before treatment and
have returned to normal levels after the treatment, with significance (p<0.05). Treatment with
doxycycline (20mg/kg PO SID 28 days) and with long-acting oxytetracycline (20mg/kg
intramuscularly with 7 days intervals until 28 days) were effective, confirmed by PCR, in
association with the normalization of hematologic parameters. However, the results showed a
failure in attempt to treat the ehrlichiosis with enrofloxacin, imidocarb dipropionate and
azithromycin using a seven day protocol. Significant high values of alanine transaminase
(ALT) and urea in dogs treated with oxytetracycline can suggest toxicity of this drug for dogs.
Therefore we could conclude that doxycycline and the long-acting oxytetracycline were
effective in the treatment of canine monocytic ehrlichiosis as well as in the treatment of
canine infectious cyclic thrombocytopenia.

Key words: Ehlichia canis, PCR, tetracyclines.
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1 INTRODUCAO

As hemoparasitoses sdo importantes enfermidades em medicina veterindria que
acometem diferentes espécies animais, inclusive o homem, determinando assim um problema
de saude publica.

Dentre as hemoparasitoses mais importantes nos cées, destaca-se a erliquiose
monocitica canina. Mesmo com a grande atencdo dada a esta enfermidade, a erliquiose canina
ainda é uma das mais comuns enfermidades encontradas nos consultérios/hospitais
veterinarios. Outra hemoparasitose corriqueiramente encontrada nos cdes é a anaplasmose,
principalmente a trombocitopenia ciclica canina.

Vaérios fatores favorecem a alta prevaléncia dessas enfermidades, como exemplo, a
falta de diagnostico preciso destas doencas, dificuldades no controle dos vetores, terapéutica
inadequada, entre outros. O baixo poder aquisitivo dos proprietarios torna muitas vezes o
acesso a testes especificos dificil, levando ao médico veterinario tratar de forma empirica,
baseados em seu conhecimento epidemioldgico e nas manifestaces clinicas apresentadas
pelos animais.

A terapéutica destas enfermidades por muitas vezes ndo é empregada de forma
adequada. A facilidade de acesso a medicamentos veterindrios muitas vezes culminam com
sua utilizacdo de forma inadequada por muitos proprietarios. Outro aspecto com relacdo a
terapéutica é que o protocolo utilizado pela maioria dos médicos veterinarios no Brasil para a
droga de elei¢do (Doxiciclina - 10 mg/kg, por via oral, duas vezes ao dia por 21 dias), é longo
e depende de dedicacdo e disponibilidade de tempo para um tratamento eficaz.

Outro fator muito importante € com relacdo ao carrapato vetor, 0s quais existem em
abundéancia em diversas partes do mundo, néo sendo diferente no Brasil onde inclusive por ser
um pais de clima tropical, favorece a presenca destes. Portanto, o controle dos carrapatos a
fim de se evitar essas e outras doengas por eles transmitidas é extremamente importante. No
entanto, as estratégias de controle muitas vezes falham devido a falta de conhecimento
adequado e as dificuldades e negligéncias envolvidas.

Durante as atividades no canil experimental do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) — Departamento de Parasitologia Animal
- Instituto de Veterinaria — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), o qual é
um centro voltado principalmente ao estudo de medicamentos antiparasitarios com grande
desafio frente a infestacdo de carrapatos, percebeu-se uma alta prevaléncia de animais com
trombocitopenia causada por riquétsias.

Devido as condicGes de horario de uso das instalacfes e frente ao elevado nimero de
animais mantidos no canil, a terapéutica usualmente utilizada com doxiciclina administrada
duas vezes ao dia, torna o tratamento destas hemoparasitoses muitas vezes uma problematica.

Frente a esta situacdo, o objetivo do trabalho foi comparar a eficacia de diferentes
protocolos terapéuticos, no tratamento da erliquiose monocitica canina, causada por Ehrlichia
canis, e de possiveis coinfecgdes por espécies de Anaplasma spp., a fim de avaliar a eficacia
de outras drogas que possam ser empregadas na rotina clinica, facilitando o manejo
terapéutico no combate a esta enfermidade. E apesar de ser uma tentativa de resolver um
problema especifico do canil em questdo, o autor acredita que com os resultados obtidos, estes
possam ser extrapolados a outros canis e até mesmo a rotina médica veterinaria diversa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemoparasitoses Riquetsiais

As hemoparasitoses nos caes sdo enfermidades que podem ser causadas por diferentes
agentes etioldgicos, sdo transmitidas por vetores hematdfagos e sdo muito frequentes na rotina
médico-veterinaria (SALGADO, 2006). No Brasil os principais hemoparasitos de cées sdo:
Babesia canis, Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Hepatozoon canis e Mycoplasma
haemocanis (COSTA-JUNIOR, 2007).

Dentre as hemoparasitoses causadas por riquétsias podemos citar a erliquiose e a
anaplasmose, que sdo causadas pelas bactérias Gram-negativas Ehrlichia spp. e Anaplasma
spp. (DUMLER et al., 2001).

Devido aos avangos nas técnicas moleculares, diversos estudos tém sido realizados a
fim de classificar taxonomicamente os parasitos. Em 2001, Dumler e colaboradores (2001)
reclassificaram a familia Anaplasmataceae, incluindo ai os géneros Anaplasma e Ehrlichia.
As espécies que compdem o género Ehrlichia sdo: E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E.
muris e E. ruminantium (Cowdria ruminantium) e as espécies do género Anaplasma sao A.
bovis (E. bovis), A. platys (E. platys), A. phagocytophilum (E. phagocytophil,; E. equi e 0
agente da erliquiose granulocitica humana, assim denominado) e A. marginale (DUMLER et
al, 2001).

2.2 Erliquiose

A erliquiose é uma doenca causada por diferentes espécies de bactérias,
obrigatoriamente intracelulares, gram-negativas, pertencentes a familia Anaplasmataceae, do
género Ehrlichia (DUMLER et al., 2001).

E uma rickettsia que foi primeiramente descrita por Donatien and Lestoquard (1935).
Mais tarde, nos anos 70, essa doenca ganhou destaque durante a guerra do Vietnd, quando
muitos cdes de guerra Americanos morreram devido a esta doenca (HUXSOLL et al., 1970).

No Brasil, ja foi relatada a ocorréncia de E. canis em cdo (COSTA et al., 1973), E.
chaffeensis em cervos-do-pantanal (MACHADO et al., 2006) e E. ewingii em cées
(OLIVEIRA et al., 2009). Alguns trabalhos sugerem a presenca de E. chaffeensis acometendo
0 homem no Brasil (CALIC et al., 2004; COSTA et al 2006)

A bactéria E. canis (cdo) é transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus
(DANTAS-TORRES, 2008), E. ruminantium (bovino) por carrapatos do género Amblyomma,
E. chaffeensis (cervideos) e E. ewingii (homem e cdo) por Amblyomma americanum e
Dermacentor variabilis (DUMLER et al., 2001; YABSLEY, 2010) e E. muris (roedor) por
Haemaphysalis flava e Ixodes persulcatus (INOKUMA et al., 2007; VIEIRA et al., 2011).

De acordo com Costa-Junior e colaboradores (2007), o carrapato A. cajennense foi
sugerido como um possivel vetor de E. canis em areas rurais de Minas Gerais, Brasil.

O carrapato Rhipicephalus sanguineus pode transmitir E. canis de forma transestadial,
mas ndo é capaz de transmitir por via transovariana (GROVES et al., 1975).

O agente causador da erliquiose monocitica canina é a bactéria E. canis, e esta € uma
doenca potencialmente fatal (SHAW et al., 2001; TENG et al., 2003). E. chaffensis e E.
ewingii causam respectivamente a erliquiose monocitotropica humana e a erliquiose
granulocitica humana ou canina (NDIP et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009).



2.2.1 Ehrlichia canis

Tem distribuicdo mundial, principalmente em areas de clima tropical e subtropical
(IQBAL et al., 1994) e sua ocorréncia acompanhou a disseminagdo do R. sanguineus (SHAW
et al., 2001; LABRUNA et al., 2007), que é maior durante o verdo (HARRUS et al., 1997b;
SHIPOV et al., 2008), quando o carrapato vetor esta mais ativo (HARRUS; WANER, 2011).

Alguns autores relatam E. canis como agente zoonoético, que podem causar infec¢oes
assintomaticas e sintomaticas em humanos (PEREZ et al., 1996, 2006)

S&o bactérias gram-negativas de parasitismo intracelular obrigatorio, que infectam
preferencialmente mondcitos (DUMLER et al., 2001).

No Brasil E. canis foi primeiramente diagnosticado em 1973 na cidade de Belo
Horizonte — Minas Gerais, em um cdo naturalmente infectado que apresentava inclusdes em
linfocitos (COSTA et al., 1973).

Estudos em algumas regibes do Brasil demonstraram soroprevaléncia de E. canis em
cdes, que varia de 1,7% a 44,7% (LABARTHE et al., 2003; COSTA-JUNIOR, 2007;
CARLOS et al., 2011). Maiores soropositividades geralmente estdo relacionadas a areas peri-
urbanas, devido a maior exposicao ao carrapato vetor (CARLOS et al., 2011).

N&o existe predilecéo por sexo nem idade (M"GHIRBI et al., 2009), no entanto, alguns
autores sugerem o Pastor Alemdo como uma raga mais sensivel (HARRUS et al., 1997b).

A erliquiose monocitica canina possui algumas sinonimias descritas na literatura, tais
como: pancitopenia tropical canina, erliquiose monocitotrdpica canina, riquetsiose canina,
doenca dos caes rastreadores, febre hemorragica canina, tifo canina do carrapato, desordem
hemorragica de Nairobi (HUXSOLL et al., 1970; WANER; HARRUS, 2000; HARRUS;
WANER, 2011).

2.2.1.1 Manifestagdes clinicas de Ehrlichia canis

O periodo de incubacdo da erliquiose monocitica canina leva de oito a 20 dias
(HARRUS et al., 1999) e a doenga se manifesta de forma aguda, subclinica e crbnica
(WOODY; HOSKINS, 1991; MOREIRA et al., 2003). A maioria dos cées se recupera da fase
aguda e subclinica quando tratados adequadamente (HARRUS et al., 2004). Alguns cées, no
entanto, podem entrar na fase cronica da doenca a qual a taxa de mortalidade é elevada
(MYLONAKIS et al., 2004).

Diferentes manifestacdes clinicas podem ocorrer devido a patogenicidade de cada cepa
de E. canis e também devido a coinfecgdo com outros hemoparasitos (HARRUS; WANER,
2011). Esta coinfeccdo é esperada devido ao fato de que a maioria das hemoparasitoses tem o
mesmo carrapato vetor em seus ciclos de vida (HUXSOLL et al., 1970; MOREIRA et al.,
2003). Ademais, essa coinfeccdo pode determinar maior gravidade nas manifestacdes clinicas
(KORDICK et al., 1999; GAL et al., 2007). Além desses fatores, cada fase da infeccdo ira
determinar manifestagdes clinicas diferentes (COUTO, 1998).

Dentre as manifestagdes clinicas descritas na literatura, podem ser observadas febre,
apatia, anorexia, vomitos, descarga nasal e ocular, palidez de mucosa, perda de peso, les6es
oculares, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, epistaxe, presenca de petéquias, dispneia,
desidratacdo e aumento da queda de pelo (MOREIRA et al., 2003; CASTRO, et al., 2004,
MOREIRA et al., 2005; ORIA et al., 2008; BORIN et al., 2009; CARLOS et al., 2011).
Podem ser encontradas também lesdes oculares, como uveite anterior, corioretinite, edemas
de papila, hemorragias retiniana, infiltrados retinianos perivasculares e descolamento de
retina, essas Ultimas alteragcbes podendo culminar com cegueira (HARRUS et al., 1998a;
KOMNENOU et al.,, 2007). Em alguns casos podem ocorrer manifestacdes neurolégicas

3



devido a meningite e ao sangramento meningeal (MOREIRA, 2003; HARRUS; WANER,
2011).

Na fase subclinica, geralmente ndo sdo encontradas manifestacGes clinicas (WANER
et al., 1997; LABARTHE et al., 2003). Mas, por algum motivo ainda incerto, alguns animais
podem desenvolver a fase cronica da erliquiose monocitica canina e as manifestagdes clinicas
sdo semelhantes as da fase aguda, no entanto, estas sdo bem mais graves (MYLONAKIS et
al., 2004; HARRUS; WANER, 2011).

Como achados laboratoriais observam-se trombocitopenia, anemia e leucopenia na
fase aguda da doenca. A anemia, em sua maioria das vezes, ¢ do tipo normocitica
normocrdmica e a leucopenia geralmente esta associada a linfopenia, neutropenia e
eosinopenia. Na fase subclinica pode-se observar apenas trombocitopenia e na fase crénica
observam-se grave trombocitopenia acompanhada de marcada anemia e leucopenia (WANER
et al., 1997; MOREIRA, et al., 2003; CASTRO et al., 2004; MOREIRA, et al., 2005;
MENDONCA et al., 2005; NAKAGHI et al., 2008; BORIN et al., 2009; HARRUS; WANER,
2011; CARLOS et al., 2011).

J& a trombocitopenia, pode ser explicada pelo consumo das plaquetas pelo endotélio
vascular inflamado, pelo aumento do sequestro esplénico ou pela destruicdo imunomediada,
levando a uma diminuicdo da vida média das plaquetas (HARRUS et al., 1999).

Uma marcada pancitopenia, devido a hipoplasia da medula éssea € uma caracteristica
da fase cronica (MYLONAKIS et al., 2004; HARRUS; WANER, 2011).

Com relacdo as alteracBes bioquimicas podemos encontrar: hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia, hipergamaglobulinemia (HARRUS et al., 1996), aumento da alanina
transaminase (ALT) e da fosfatase alcalina (HARRUS; WANER, 2011).

Shipov e colaboradores (2008) ao analisarem animais com erliquiose monocitica
canina, concluiram que a presenca de leucopenia grave (contagem total de leucécitos < 0,93 x
10° L), anemia grave (hematocrito < 11,5%), hipocalemia (Potassio < 3,65 mmol/L) e
aumento no tempo da tromboplastina parcial ativada (TTPA > 18,25s), séo fatores altamente
indicativos de mortalidade em cées (100%). Ja a presenca de animais com contagem total de
leucécitos maior que 5,18 x 10°uL, hematécrito maior que 33,5%, contagem de plaquetas
acima de 89500 e TTPA abaixo de 14,5 segundos sao indicativos de sobrevivéncia do animal.

2.2.1.2 Diagndstico de E. canis

O diagndstico da erliquiose monocitica canina € dificil devido as diferentes fases da
doenga e também frente as manifestacoes clinicas variadas (HARRUS; WANER, 2011).

Diferentes aspectos devem ser levados em consideracdo para fechar o diagnostico de
erliquiose, e estes incluem: histérico (area endémica, exposicdo ao carrapato), achados
laboratoriais indicativos no hemograma e alteracdes bioquimicas, além da correta
interpretacdo dos testes diagndsticos, principalmente em relacdo aos resultados soroldgicos
(COHN, 2003; WANER et al., 2001; HARRUS; WANER, 2011).

Em um estudo, 12,2% (n= 505) dos animais apresentavam manifestacGes clinicas, as
guais os veterindrios acreditavam serem causadas por E. canis, entretanto os testes
soroldgicos foram negativos. No mesmo estudo, 49,5% dos caes soropositivos para anticorpo
de E. canis, ndo apresentavam quaisquer manifestacGes clinicas da doenga (LABARTH et al.,
2003).

E. canis esta relacionada a trombocitopenia, entretanto a reducdo no numero de
plaquetas ndo pode ser usada como Unico parametro para se diagnosticar a erliquiose
monocitica canina, tendo em vista que outras enfermidades podem causar trombocitopenia e
até mesmo outras espécies de Ehrlichia (MACIEIRA et al., 2005).



O diagnostico laboratorial de E. canis pode ser feito através de esfregaco de sangue
periférico com a observagdo de morulas principalmente em mondcitos, através da detec¢do de
anticorpos especificos ou pela deteccdo de DNA por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR — Polymerase Chain Reaction) (MACIEIRA et al., 2005).

Pelo esfregaco sanguineo, podem-se identificar morulas de E. canis em monacitos, no
entanto essa identificacdo é dificil, pois a presenga dessas inclusdes citoplasmaticas s6 sao
observadas na fase aguda da doenca, além de ser uma técnica que consome tempo, tem baixa
eficacia, sensibilidade e especificidade (NAKAGHI et al., 2008; RAMOS et al., 2009;
VIEIRA et al., 2011; HARRUS; WANER, 2011).

Dependendo da fase da doenga, moérulas de E. canis podem ser observadas no interior
de plaguetas, mimetizando outras enfermidades (ALMOSNY, 1998)

Como método sorologico, a pesquisa de anticorpos pela reacdo de
imunofluorenscéncia indireta (RIFI) é considerada o padrdo-ouro. Entretanto, outras técnicas
soroldgicas também sdo utilizadas no diagndstico da erliquiose, como 0 ensaio de
imunoadsorcao enzimatica (ELISA - Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) e o teste de
Western immunoblotting (NAKAGHI et al., 2008; VIERIA et al., 2011; HARRUS; WANER,
2011).

Os testes sorolégicos podem ser afetados por reagdes cruzadas com outros organismos
do género Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia (WANER et al., 1998), além disso, nédo
distinguem a especie de Ehrlichia (HARRUS; WANER, 2011). Os exames soroldgicos
também ndo conseguem distinguir uma infeccdo atual de uma exposicéo prévia (IQBAL et al.,
1994), pois os niveis de titulacdo para anticorpos anti E. canis podem permanecer elevados
por mais de 11 meses apds tratamento (HARRUS et al., 1998).

O isolamento de E. canis em cultivo celular também pode ser realizado, no entanto
essa técnica € mais usada em pesquisas laboratoriais, devido a sua complexidade, ao tempo
elevado para crescimento do organismo e a necessidade de laboratérios e técnicos
especializados (IQBAL et al., 1994; VIERA et al., 2011; HARRUS; WANER, 2011).

Todas as técnicas de diagndstico tem seu valor, entretanto o diagndstico definitivo de
E. canis requer técnicas moleculares. A PCR é um método sensivel no diagnéstico de E.
canis, entretanto falsos positivos e falsos negativos podem ocorrer. Os falsos positivos podem
ocorrer quando contaminantes estdo presentes na amostra ou quando ndo é realizada uma
amplificacdo especifica (VIEIRA et al., 2011; HARRUS; WANER, 2011). J& cdes com
resultado de PCR negativo podem indicar um falso negativo, visto que alguns autores
sugerem que E. canis pode se abrigar no bago, ndo sendo encontrados na circulacao periférica.
Este fato foi proposto, pois em alguns estudos realizados com ensaios de PCR negativos para
E. canis, em amostras de sangue periférico, tiveram resultado da PCR positivo com amostras
colhidas de tecido esplénico dos mesmos animais, 0 que sugeriu que o0 bagco pudesse agir
como um reservatorio, onde E. canis fica abrigado (HARRUS et al., 1998c).

Estudos mostram que a PCR é o teste mais sensivel e especifico para diagndstico de E.
canis em cdes (IQBAL, et al., 1994; LABRUNA et al. 2007).

E importante distinguir a fase da infecgdo e reconhecer as limitagbes de cada exame.
Na fase aguda da doenca, a PCR pode detectar o DNA de E. canis antes do que os teste
soroldgicos possam identificar anticorpos para E. canis. As reacfes cruzadas sdo incomuns
nos exames moleculares de PCR, ja nos testes soroldgicos estas podem ocorrer devido a
presenca de outras espécies de Ehrlichia. Casos de falsos positivos nos exames soroldgicos
podem também ser devido & presenca de titulos de anticorpos pos-tratamento. J& na fase
crbnica da doenca, quando a presenca de E. canis circulante em sangue periférico é raro, 0s
exames soroldgicos se mostram mais indicados (NAKAGHI et al., 2008).



2.2.1.3 Tratamento da erliquiose monocitica canina

As drogas que foram relatadas com sucesso no tratamento da erliquiose incluem as
tetraciclinas, o clorafenicol, o dipropionato de imidocarb e a amicarbalida (NEER et al.,
2002).

Breitschwerdt e colaboradores (1997) ao infectarem experimentalmente oito caes,
conseguiram tratar a erliquiose monocitica aguda com doxiciclina (5mg/Kg BID) por 14 dias,
comprovando a eficécia do tratamento através de cultura e PCR.

Em outro estudo, cdes com erliquiose monocitica subclinica foram tratados com
doxiciclina (VO 10mg/Kg SID) por seis semanas (42 dias), no entanto um animal dos quatro
cdes utilizados na pesquisa permaneceu com PCR positivo, ao término do tratamento, na
amostra de sangue periférico (HARRUS et al., 2008b).

O tratamento com dipropionato de imidocarb tem resultados contraditérios na
literatura (OGUNKOYA 1981; VAN HEERDEN, 1981; PRICE, 1980 e MATTHEWMAN,
1994). Sainz e colaboradores (2000) relataram a eficacia do tratamento com dipropionato de
imidocarb (5mg/Kg SC, duas aplica¢cbes com 14 dias de intervalo), no entanto reportaram
uma maior demora na normalizacdo da contagem de plaquetas quando comparado a animais
tratados com doxiciclina. Em contra partida, Eddlestone e colaboradores (2006) relataram que
o dipropionato de imidocarb (6,6 mg/Kg IM, duas aplicacdes com 14 dias de intervalo) foi
ineficaz na eliminacédo de E. canis em cdes infectados experimentalmente.

Em outro estudo os pesquisadores compararam o tratamento da erliquiose canina:
somente com doxiciclina (5 mg/kg VO BID 21 dias) e com doxiciclina (5 mg/kg VO BID 21
dias) associada ao dipropionato de imidocarb (5 mg/kg SC dose Unica). Todos 0s animais
obtiveram melhora clinica e dos parametros hematoldgicos ndo existindo diferenga
significativa quando comparados (SOUSA et al. 2004).

A oxitetraciclina de longa acdo ja foi utilizada com sucesso no passado. Em um
estudo, a oxitetraciclina de longa acdo na dose de 20 mg/Kg (por via IM 2 aplicages com
intervalos de 4 dias) foi eficaz no tratamento de quatro animais infectados experimentalmente.
Em outro estudo, dos 26 animais naturalmente infectados, 24 animais se recuperaram, um
animal morreu antes de completar o tratamento e outro animal teve que ser medicado com
outras drogas por apresentar epistaxe recorrente (OGUNKOYA, et al., 1985).

Outra droga ja utilizada é o enrofloxacino. Em um estudo os pesquisadores utilizaram
o enrofloxacino (5 e 10mg/kg VO SID 21 dias) e apesar da utilizagdo em apenas trés cées
(n=5), os autores observarem uma normalizacdo das plaquetas, as culturas e os resultados das
PCR para E. canis permaneceram positivos, revelando uma ineficacia no tratamento da
erliquiose com enrofloxacino. Além disso, a repeti¢do na contagem das plaguetas uma semana
ap6s o término do tratamento com enrofloxacino revelou nova reducdo no numero de
plaquetas (NEER et al., 1999).

Mais recentemente, a rifampicina tem sido avaliada quanto a sua eficacia no
tratamento da erliquiose. Pelos resultados obtidos foi sugerida como droga alternativa no
tratamento da erliquiose monocitica canina. Os efeitos da rifampicina (15 mg/Kg VO BID 7
dias) e da doxiciclina (10 mg/Kg VO SID 28 dias) foram comparados para o tratamento da
erliquiose monocitica em cdes e as duas drogas demonstraram resultados semelhantes, sendo
assim, os autores reforcaram o uso da rifampicina devido ao seu curto periodo de
administragdo quando comparados com a doxiciclina (SCHAEFER et al., 2008;
AKHTARDANESH et al., 2011).

Além da terapia antibidtica, um adequado tratamento de suporte muitas vezes é
necessario, com a administragdo de fluidos, transfusdes sanguineas e corticoides (WOODY;
HOSKINS, 1991).



Como forma de prevenir a erliquiose, alguns autores sugerem o uso de doxiciclina de
forma preventiva. Davoust e colaboradores (2005) conseguiram excelentes resultados no
controle da erliquiose monocitica canina, utilizando doxiciclina (3mg/Kg VO SID) de forma
preventiva, por pelo menos quatro meses de tratamento.

O controle do carrapato vetor também é fundamental na prevencdo da erliquiose
monocitica canina (DAVOUST et al., 2003; DAVOUST et al.,, 2005; OTRANTO et al.,
2008).

2.2.2 Ehrlichia ewingii

Outro agente causador de erliquiose ja reportado no Brasil é a Ehrlichia ewingii. Este
é 0 agente causador da erliquiose granulocitica canina. Apesar de ter sido relatada infectando
cdes no Brasil por meio da identificacdo realizada com PCR, ndo foi realizado o
sequenciamento genético para confirmacdo da espécie (OLIVEIRA et al., 2009). Alguns
autores, baseado no fato de que existem relatos de amplificacdes falso positivas na PCR,
principalmente quando o alvo é o gene 16S rRNA, sustentam que os dados obtidos por
Oliveira e colaboradores (2009) precisam ser confirmados (VIEIRA et al., 2011).

Este agente infecta os neutrofilos e raramente os eosindfilos e esta associado a
manifestacdes clinicas de claudicacdo, febre, anorexia e edema articular. E como principal
achado laboratorial, tem-se a trombocitopenia (STOCKHAM et al., 1992)

2.3 Anaplasmose
2.3.1 Anaplasma platys

E uma riquétsia que anteriormente fora denominada de Ehrlichia platys e atualmente
pertence a familia Anaplasmataceae e género Anaplasma, sendo o agente causal da
trombocitopenia ciclica infecciosa canina (DUMLER et al., 2001).

Sua ocorréncia foi relatada pela primeira vez em 1978, na Flérida, Estados Unidos
(HARVEY et al., 1978).

A doenca ocorre ap6s um periodo de incubacdo que pode variar de 7 a 14 dias e uma
parasitemia acompanhada de trombocitopenia que ocorre em ciclos de 10 a 14 dias (BAKER
etal., 1987).

O vetor de A. platys ainda precisa ser confirmado, no entanto, suspeita-se que o
carrapato vetor seja 0 R. sanguineus e seu método de transmissdo natural € incerto (SHAW et
al.,, 2001; COHN, 2003). Em uma tentativa de transmissdo experimental, Simpson e
colaboradores (1991) ndo conseguiram comprovar R. sanguineus como possivel vetor de A.
platys. J& Sparagano e colaboradores (2003) realizaram diagndstico molecular de R.
sanguineus, retirados de em cées infectados com A. platys, e 0S mesmos encontraram-se
positivos para A. platys.

A ocorréncia de coinfecgbes de A. platys com E. canis, bem como associados a
Babesia spp., s&o comumente observadas (HOSKINS et al., 1988; SAINZ et al., 1999;
SUKSAWAT et al., 2001; SANTOS et al., 2009).

2.3.1.1 Manifestagdes clinicas de Anaplasma platys

A maioria dos cdes infectados com A. platys normalmente ndo evidencia
manifestacdes clinicas (WOODY; HOSKINS, 1991; BROWN et al., 2001). Porém, alguns
autores relatam febre e linfadenopatia como manifestagdes clinicas relacionadas a infecgédo
por A. platys (BAKER et al., 1987; M"GHIRBI et al., 2009).
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Uma reducdo no numero de plaquetas é o achado laboratorial normalmente encontrado
na maioria dos cdes com A. platys (MATHEW et al., 1997; INOKUMA et al., 2002;
EDDLESTONE et al., 2007). No entanto, mesmo em animais severamente
trombocitopénicos, manifestagdes clinicas compativeis com hemorragias comumente ndo sdo
observadas (WOODY’; HOSKINS, 1991).

Um quadro de uveite j& foi relatado em um cdo que apresentava inclusGes plaquetérias
e titulacdo elevada para anticorpos anti A. platys (GLAZE; GAUNT 1986).

2.3.1.2 Diagnostico de Anaplasma platys

Assim como na E. canis, o diagnostico pode ser realizados pela identificacdo direta de
inclusdes de A. platys nas plaguetas, por de exames soroldgicos, principalmente as reacdes de
imunofluorenscéncia indireta (RIFI) (WOODY; HOSKINS, 1991; SAINZ et al., 1999) e
também por ensaios de PCR. (MARTIN et al, 2005)

A identificacdo de inclusdes em plaquetas visualizadas por esfregacos sanguineos, ndo
é um método completamente confiavel no diagnostico de A. platys, principalmente devido a
natureza ciclica da parasitemia, levando a uma reduc¢do no numero de parasitos (WOODY;
HOSKINS, 1991; MARTIN et al., 2005). Além disso, € uma técnica que consome muito
tempo quando realizada adequadamente e fornece falsos positivos devido a artefatos diversos
(HARRUS et al., 1997a; MYLONAKIS et al., 2003). Cabe ressaltar que em se tratando de
erliquiose monocitica canina, dependendo da fase da doenca, morulas de E. canis podem ser
observadas no interior de plaguetas, mimetizando outras enfermidades (ALMOSNY, 1998).

O diagndstico através da RIFI é muito utilizado, no entanto, animais recuperados da
infeccdo podem permanecer com titulos de anticorpos elevados por muito tempo, sendo
assim, os testes sorologicos ndo conseguem distinguir uma infeccdo ativa de um animal
tratado (MATHEW et al., 1997; MARTIN et al, 2005).

Apesar dos ensaios da PCR estarem sendo utilizados com sucesso no diagnostico de A.
platys (MATHEW et al., 1997), a presenca do DNA na circulacdo sanguinea também pode
sofrer redugdes transitdrias devido & trombocitopenia ciclica, levando a resultados falso-
negativos nas PCR (EDDLESTONE et al., 2007).

2.3.1.3 Tratamento da trombocitopenia ciclica infecciosa canina

A maioria dos estudos relata que a doxiciclina é efetiva no tratamento de infeccbes
causadas tanto por Ehrlichia spp. como por Anaplasma spp. (NEER et al.,2002).

Sainz e colaboradores (1999) relataram o sucesso do tratamento de um animal, que
apresentava coinfecgdo de A. platys, E. canis e Babesia spp. com doxiciclina (10 mg/Kg VO
SID 28 dias) associada com dipropionato de imidocarb (5 mg/Kg SC 2 aplicacGes - 14 dias de
intervalo).

Chang e colaboradores (1997) relataram a ineficacia da tetraciclina (22 mg/Kg VO
TID 14 dias) no tratamento de A. platys, ressaltando que o meio de diagnostico utilizado
como pardmetro para identificar a positividade foi a identificacdo de inclusdes em plaquetas
observadas nos esfregacos sanguineos.

Os mesmos autores, no entanto relataram sucesso no tratamento de A. platys com
doxiciclina (10 mg/Kg SID 8 dias), confirmando a eliminagdo do parasito através do
diagnostico direto de inclusdes em plaquetas e também em ensaios de PCR (CHANG et al.,
1997).



2.3.2 Anaplasma phagocytophilum

E uma riquétsia que inicialmente foi denominada de Rickettsia phagocytophila
(FOGGIE, 1949) e posteriormente foi renomeada para Ehrlichia phagocytophila (RISTIC;
HUXSOLL, 1984). Dumler e colaboradores (2001) reagruparam Ehrlichia phagocytophila,
Ehrlichia equi e o agente causal da Ehrlichiose Granulocitica Humana em uma nova espécie
denominada de Anaplasma phagocytophilum (DUMLER et al., 2001). Esta reclassificacao das
espécies tem gerado muitas discussfes na literatura internacional, principalmente devido a
diferencas no tropismo celular entre as espécies do género Anaplasma, a viruléncia das
espécies e a infectividade entre diferentes hospedeiros (CARRADE et al., 2009).

Dentre os animais domésticos A. phagocytophilum pode acometer equinos, bovinos,
ovelhas, cabras, cdes e gatos, alem de parasitar também o homem (CARRADE et al., 2009).

Os primeiros relatos desta espécie parasitando cdes ocorreram na Califérnia em 1982
(MADEWELL; GRIBBLE, 1982). J4 no homem, o primeiro relato ocorreu nos Estados
Unidos em 1993 (CHEN et al., 1994).

No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de A. phagocytophilum parasitando cées e
confirmados através da identificacdo do DNA do parasito em técnicas moleculares, somente
ocorreu recentemente em 2011 (SANTOS et al., 2011).

Em cées, o agente causal da anaplasmose granulocitica canina é A. phagocytophilum,
anteriormente a doenca era chamada de erliquiose granulocitica canina; doenca que afeta
principalmente os neutréfilos (POITOUT et al., 2005).

Os principais vetores de A. phagocytophilum sdo os carrapatos Ixodes spp. (SHAW et
al., 2001; COHN, 2003). No Brasil suspeita-se que o Amblyomma cajennense possa estar
envolvido na transmissao desta espécie para cdes (SANTOS et al, 2011).

Em 2008 foi relatado na China um episddio onde nove pessoas se infectaram com A.
phagocytophilum sem a exposi¢do ao carrapato vetor, no entanto, todas as pessoas tiveram
contato com um paciente que possivelmente morreu de anaplasmose granulocitica humana,
caracterizando uma infeccdo nosocomial, suspeitando-se que a infeccdo ocorreu mediante a
exposicao ao sangue ou a secrecdes respiratdrias do paciente morto (ZANG et al., 2008).

2.3.2.1 Manifestacdes clinicas do Anaplasma phagocytophilum

A maioria dos cdes infectados por A. phagocytophilum permanecem assintomaticos.
Trabalhos relatam evidéncias sorolégicas deste parasito, no entanto ndo relatam a doenca
clinica (FOLEY et al., 2001; BEALL et al, 2008). Qutros autores afirmam que as
manifestacdes clinicas da infeccdo por A phagocytophilum sdo menos graves do que infeccoes
causadas por E. canis (SHAW et al., 2001).

Para alguns autores, A. phagocitophilum pode levar a um quadro de doenca aguda ou
permanecer de forma subclinica (LESTER et al., 2005).

As principais manifestagdes descritas em cées sdo: letargia e febre, no entanto outros
relatos incluem inapeténcia, anorexia, claudicacdo, polidipsia, palidez das mucosas, vomitos,
diarreia, sinais neuroldgicos, petéquias, melena, epistaxe, linfadenomegalia e esplenomegalia.
Como achado laboratorial normalmente é encontrado trombocitopenia. No entanto, podem ser
encontrados neutropenia, linfopenia e anemia. Acredita-se que esta reducdo no nimero de
plaguetas esteja relacionada a respostas imunomediadas (GREIG et al., 1996; EGENVALL et
al., 1997; KIRTZ et al., 2005; LESTER et al., 2005; POITOUT et al., 2005; JENSEN et al.,
2007; KOHN et al., 2008; CARRADE et al., 2009)

Com relagdo a avaliagdo bioquimica, podem ser encontrados hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia, hiperbilirubinemia e um discreto aumento na fosfatase alcalina (GREIG et
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al., 1996; EGENVALL et al., 1997; KIRTZ et al., 2005; LESTER et al., 2005; POITOUT et
al., 2005; CARRADE et al., 2009).

A leucopenia resultante da infeccdo por A. phagocytophilum, pode predispor a
infeccbes secundarias oportunistas, e estas estdo relacionadas como potenciais causas de
Obitos em cées e no homem (CARRADE et al., 2009).

2.3.2.2 Diagnostico de Anaplasma phagocytophilum

O diagnostico deve ser realizado baseando-se nas manifestacdes clinicas apresentadas
pelos animais, nos achados laboratoriais, principalmente na deteccdo de morulas do parasito
no interior dos neutrdfilos, associados a titulagdes sorologicas e resultados positivos na PCR
espécie especifica. O isolamento celular também pode ser feito; no entanto, este ndo é
rotineiramente realizado (CARRADE et al., 2009).

A presenca de morulas dentro de neutrofilos ndo pode ser utilizada sozinha como meio
de diagndstico, pois outras espécies de Ehrlichia spp. como por exemplo E. ewingii séo
indistinguiveis citologicamente, fazendo-se necesséario a realizagdo de PCR (CARRADE et
al., 2009).

Técnicas sorolégicas de RIFI tém sido utilizadas pela maioria dos laboratorios,
entretanto, as técnicas sorologicas ndo sdo capazes de diferenciar uma exposicdo aguda de
uma exposicdo previa ao parasito, visto que titulacbes de anticorpos para A. phagocytophilum
podem permanecer elevadas por meses (EGENVALL et al., 1997; EGENVALL et al., 2000).

Nos testes sorologicos podem ocorrer reagfes cruzadas, principalmente com outros
membros do género Anaplasma como, por exemplo, A. platys (BOWMAN et al., 2009).

Diversas modalidades de PCR tém sido utilizadas no diagnéstico de A.
phagocytophilum, no entanto, PCR realizadas com o gene msp2 tém se mostrado especificas
para A. phagocytophilum (EGENVALL et al., 2000; CARRADE et al., 2009).

2.3.2.3 Tratamento da anaplasmose granulocitica canina

O tratamento de escolha para a anaplasmose granulocitica canina € a doxiciclina. Cées
tratados com doxiciclina (5mg/Kg VO BID ou 10mg/Kg VO SID 10 a 21 dias) demonstraram
melhora das manifestacdes clinicas em 24 a 48 apds o inicio do tratamento (GREIG et al.,
1996; POITOUT et al., 2005). Kohn e colaboradores (2008) também relataram o0 sucesso no
tratamento da anaplasmose granulocitica canina com doxiciclina (5mg/Kg VO BID 28 dias).

Jensen e colaboradores (2007) relataram a melhora clinica de seis cées tratados com
dipropionato de imidocarb ou doxiciclina. A tetraciclina (25 mg/Kg VO TID 14 dias),
também foi relatada como sendo eficaz na terapéutica da anaplasmose granulocitica canina
(LESTER et al., 2005)

Tendo em vista que esse é um patdgeno potencialmente zoonético, e os caes acabam
sendo reservatdrios muito préximos ao homem. Por isso, deve ser feito uma efetiva prevencao
do carrapato vetor, prevenindo também a doenga nos cées (CARRADE et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagéo do Experimento

Este estudo foi realizado nas instalagbes do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), do Departamento de Parasitologia
Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

Os testes de biologia molecular foram conduzidos no Laboratorio de Biologia
Molecular do DPA/IV — UFRRJ, sob a supervisao do professor Dr. Douglas Mcintosh.

3.2 Selecdo dos Animais e Divisdo dos Grupos Experimentais

Foi utilizado um total de 51 cées da raca Beagle pertencentes ao canil experimental do
LQEPV. Os animais foram selecionados dentre aqueles que apresentavam trombocitopenia,
baseados nos achados hematoldgicos realizados rotineiramente no respectivo laboratério.

Os animais tinham idades que variavam de um a oito anos. Todos 0s animais eram
identificados através de microchip implantados no tecido subcutaneo.

Os caes foram divididos inicialmente em quatro grupos de forma aleatoria (Grupos A
n=13, B n=13, C n=13 e D n=12). Posteriormente, tendo em vista uma resposta insatisfatoria
frente aos tratamentos empregados para 0os grupos A, B e C, 16 animais destes, foram
rearranjados em um novo grupo (Grupo E n=16). Os animais foram selecionados dentre
aqueles que nao apresentaram normalizacdo do numero de plaquetas apds uma semana de
tratamento. Os demais animais foram removidos do experimento e tratados de forma
convencional.

Todos os animais foram mantidos durante todo o experimento em baias individuais de
alvenaria com piso cimentado, com 1,5 m?, sendo a agua e alimentacao fornecidas ad libitum.

3.3 Obtencao das Amostras Sanguineas

De cada animal foram coletados 15 mL de sangue divididos em trés tubos, dois com
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e um tubo com gel ativador de coadgulo, através de
puncao a vacuo da veia jugular.

Para cada grupo foi coletado sangue, antes do tratamento (dia -3) e posteriormente ao
tratamento nos dias +7 e +28.

Dos trés tubos coletados, um com EDTA e outro com ativador de coagulagdo foram
levados ao laborat6rio de analises clinicas do préprio LQEPV, onde as amostras foram
processadas.

O outro tubo com EDTA era exclusivo para a obtencdo de material para analise
molecular e este era centrifugado a 3000xg por 10 minutos e posteriormente a capa
leucocitaria era separada de forma asséptica em microtubos novos e autoclavados com
aliquotas de 1,5mL, outra aliquota de igual volume foi separada com o restante da capa
leucocitaria somado a sangue total, sendo este utilizado como amostra de reserva. Todos 0s
microtubos foram identificados e armazenados a -80°C até a extracdo do material genémico
(DNA).
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3.4 Exames Hematologicos

Em todas as amostras de sangue coletadas foram realizados hemograma completo,
andlise bioquimica e esfregaco sanguineo, para procura de inclusdes parasitarias.

Os dados referentes a hematimetria, leucometria global e plaquetometria foram
obtidos utilizando analisador hematoldgico veterinario® automatizado. A concentracdo da
proteina plasmatica total foi mensurada por refratometria.

Para 0 exame bioguimico foi utilizado analisador biogquimico? automatizado. Todos 0s
kits de reagentes utilizados foram da mesma marca®.

A identificacdo de inclusdes parasitéarias foi realizada de forma manual, em esfregagos
sanguineos corados com panotico rapido.

3.4.1 Hemograma completo

Hematimetria: contagem de hemaécias, concentracdo de hemoglobina, hematdcrito,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragédo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM);

Leucometria: Contagem total de leucdcitos e leucometria especifica;

Plaquetometria.

3.4.2 Bioquimica sérica

Nos exames bioquimicos foram avaliadas as atividades séricas das enzimas alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamil-
transferase (GGT) e creatina quinase (CK) além da concentracao sérica de ureia e creatinina.

As avaliacOes das atividades enzimaticas de ALT, AST, fosfatase alcalina, GGT e CK
foram realizadas por cinética mono-reagente e a creatinina e a ureia foram dosadas por reacédo
de tempo fixo mono-reagente.

3.5 Extracdo do Material Genémico (DNA) da Capa Leucocitaria

O DNA foi extraido a partir de 200uL de capa leucocitaria descongelada, utilizando o
sistema QlAamp DNA Mini Kit® (Qiagen Cat. n° 51306) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Em algumas amostras ndo foi possivel obter DNA da capa leucocitaria, sendo
entdo utilizados 200uL de sangue total descongelado. A qualidade e a quantidade (razdo de
absorbancia de 280/260nm) do DNA foram determinadas utilizando-se espectrofotometro®.
Para confirmar que ndo houve degradacdo do DNA, 2uL de cada amostra foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 0,8% e comparados com padrdo de alto peso molecular A-
DNA® (Fermentas Cat. n° SD0011).

3.6 PCR do DNA Extraido
Quatro ensaios diferentes de PCR, baseados em protocolos publicados na literatura,

foram utilizados neste estudo. Estes incluiram ensaios para membros da familia
Anaplasmataceae, que geraram fragmentos de 354 pares de base do gene de 16S rRNA

! pocH-100iVDiff - SYSMEX DO BRASIL
2 A15 — BioSystems S.A.
* BioSystems.
* NanoDrop 2000 - Thermo Scientific
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(BROWN et al., 2001) além de mais trés ensaios visando as seguintes espécies: Ehrlichia
canis, Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma platys. Os detalhes sobre as condicGes e
ciclos de cada reacdo serdo fornecidos posteriormente. As avaliacdes iniciais dos ensaios
foram realizadas utilizando DNA, previamente identificados como positivos (controles
positivos), e gentilmente cedidos pelos professores Dr. Carlos Luiz Massard, Dr. Huarrisson
Azevedo Santos e pela Dra. Cristiane Divan Baldani, do Laboratério de Hemoparasitos e
Vetores do Departamento de Parasitologia Animal, UFRRJ.

Para determinar o limite de deteccéo dos diferentes ensaios de PCR e para quantificar
o DNA que foi utilizado como controle positivo, diluicdes seriadas (107°) foram preparadas
para cada DNA controle. Um microlitro de cada dilui¢éo foi utilizado nos ensaios de PCR.
Em todos os casos, o contetdo total (12,5 pL) da PCR foi misturada a 2,5 pL de tampéo de
corrida (glicerol 15% e azul de bromofenol 0,0025% preparado em &gua ultra pura livre
estéril) e a mistura aplicada aos poc¢os do gel de agarose 1,5% preparados com tampédo TAE
1x (anexo A) e submetidos a eletroforese com uma voltagem constante de 5 volts/cm por 30
minutos. Para avaliar o peso molecular dos amplicons foram utilizados marcadores
moleculares de 50 a 2000 pares de base (Invitrogen Cat N° 74601-250) ou marcador de 100
pares de base (Invitrogen Cat N° 15628-019). Os géis foram corados com Brometo de Etidio e
observados e fotografados sob luz ultravioleta. As duas ultimas diluicBes a demonstrarem
uma clara amplificacdo foram selecionadas para serem usadas como DNA (controle positivo)
em todos 0s ensaios subsequentes.

3.6.1 Determinacéo do limite de detecgdo

A quantidade real de DNA parasitario no controle positivo ndo pdde ser estabelecida
experimentalmente. Portanto, como uma alternativa semi-quantitativa, determinou-se a menor
diluicdo capaz de detectar amplicons. A fim de se obter dados quantitativos em relacdo aos
limites de deteccdo, a seguinte estratégia foi adotada. Para cada ensaio de PCR espécie
especifico, bem como para a PCR para a familia Anaplasmataceae (usando DNA de E. canis
como modelo) amplicons foram gerados. Os amplicons foram purificados (para remover
componentes da mistura usada na reacdo de PCR) usando o Wizard® SV gel and PCR Clean-
Up System (Promega Cat N° A9281) e foram quantificados no NanoDrop 2000.
Posteriormente, os amplicons eram levados até a concentracdo padrdo de 10ng/pL e depois
diluidos em serie até 107 (equivalente a 1fentograma/pL). Duplicatas de 1pL de cada diluicio
foram utilizadas para determinar o limite de deteccdo dos quatros ensaio de PCR. Os
amplicons foram gerados em géis de agarose 1,5% conforme descrito anteriormente.

3.6.2 Ensaios de PCR utilizados na deteccéo dos agentes
3.6.2.1 PCR para Familia Anaplasmataceae

Na PCR para membros da Familia Anaplasmataceae, foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores que amplificam fragmentos de 354 pares de base do gene 16S
rRNA. EHR16SD (5" — GGT ACC YAC AGA AGA AGT CC - 3) e EHR16SR (5 — TAG
CACTCATCGTTT ACA GC -3") (BROWN, et al., 2001).

Todas as reacOes foram realizadas com volume final de 12,5uL, com as seguintes
concentragcdes finais dos reagentes (Tampédo de reacdo Taq polimerase 1x Platinum® —
Invitrogen), 2,5mM MgCl,, 200uM de (desoxinucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 10 pmol de primer e 0,25U de enzima Tag DNA polimerase (Platinum® - Invitrogen).
A esta mistura, foi adicionado 1pL de DNA.
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As condicdes do ciclo foram de 95°C por 5 minutos (desnaturacao inicial), sequidos de
40 ciclos de 95°C por 60 segundos (desnaturacdo), 54°C por 30 segundos (anelamento) e
72°C por 30 segundos (extensdo) e uma extensao final de 72°C por 5 minutos.

3.6.2.2 PCR especificas para Anaplasma platys

Na PCR para A. platys foram utilizados oligonucleotideos iniciadores que amplificam
fragmentos de 678 pares de base do gene 16S rRNA. PLATYS (5" — GAT TTT TGT CGT
AGC TTG CTA TG - 3") e EHR16SR (5" — TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC - 3)
(BROWN et al., 2001).

Todas as reacbes foram realizadas com volume final de 12,5uL, com as seguintes
concentracdes finais dos reagentes (Tampdo de reacdo Taq polimerase 1x Platinum® —
Invitrogen), 2,5mM MgCl,, 200uM de (desoxinucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 10 pmol de primer e 0,25U de enzima Tag DNA polimerase (Platinum® - Invitrogen).
A esta mistura, foi adicionado 1uL de DNA.

As condigdes do ciclo foram de 95°C por 5 minutos (desnaturacao inicial), seguidos de
40 ciclos de 95°C por 60 segundos (desnaturacdo), 54°C por 30 segundos (anelamento) e
72°C por 30 segundos (extensdo) e uma extensao final de 72°C por 5 minutos.

3.6.2.3 PCR especificas para Anaplasma phagocytophilum

Na PCR para A. phagocytophilum foram utilizados oligonucleotideos iniciadores que
amplificam fragmentos de 334 pares de base do gene msp2. Msp2-3F (5~ CCA GCG TTT
AGC AAG ATA AGA G - 3") e Msp2-3R (5"— GCC CAG TAA CAT CAT AAG C - 3))
(MASSUNG; SLATER, 2003).

Todas as reacOes foram realizadas com volume final de 12,5uL, com as seguintes
concentragdes finais dos reagentes (Tampdo de reacdo Tag polimerase 1x -
Platinum®/Invitrogen), 200uM (desoxinucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
2,0mM MgCl;, 10 pmol de primer e 0,25U de enzima Tag DNA polimerase
(Platinum®/Invitrogen). A esta mistura, foi adicionado 1uL de DNA.

As condigdes do ciclo foram de 95°C por 5 minutos (desnaturacéo inicial), seguidos de
35 ciclos de 95°C por 30 segundos (desnaturacdo), 55°C por 30 segundos (anelamento) e
72°C por 60 segundos (extensdo) e uma extensao final de 72°C por 5 minutos.

3.6.2.4 PCR especificas para Ehrlichia canis

Na PCR especifico para E. canis foram utilizados oligonucleotideos iniciadores que
amplificam fragmentos de 843pares de base do gene p28. ECp28-F (5" — ATG AAT TGC
AAA AAA ATT CTT ATA - 3") e ECp28-R (5"~ TTA GAA GTT AAA TCT TCC TCC -
3") (NAKAGHI et al., 2010).

Todas as reacbes foram realizadas com volume final de 12,5uL, com as seguintes
concentragdes finais dos reagentes (Tampdo de reacdo Tagq polimerase 1x -
Platinum®/Invitrogen), 200uM (desoxinucleotideos trifosfato: dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
2,0mM MgCl,, 10 pmol de primer e 025U de enzima Tag DNA polimerase
(Platinum®/Invitrogen). A esta mistura, foi adicionado 1L de DNA.

As condigdes do ciclo foram de 95°C por 5 minutos (desnaturacao inicial), seguidos de
35 ciclos de 95°C por 30 segundos (desnaturacéo), 52°C por 60 segundos (anelamento) e
72°C por 60 segundos (extenséo) e uma extenséo final de 72°C por 5 minutos.
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3.6.3 Controle negativo das PCR

Para todas as reacdes foram utilizados dois tipos de controles negativos. O primeiro
classificado como controle da mistura da reacdo que foi elaborado com os componentes da
reacao mais 1L de agua ultra pura estéril, este era acondicionado em tubo antes do inicio da
manipulagdo tanto das amostras como dos controles positivos. Uma reacdo positiva neste tubo
iria indicar a presenca de contaminante em algum componente da mistura da reacéo.

O segundo controle negativo foi o controle ambiental, este foi elaborado com 1pL de
agua ultra pura esteril no lugar do DNA. Contudo, neste caso a agua era adicionada apds a
preparacdo de todos os tubos contendo as amostras a serem analisadas e manipuladas no
mesmo espaco fisico (ambiente) usado no preparo das reacdes. Positividades nesta amostra
indicariam contaminagdo devido a manipulacdo dos tubos das amostras. A fim de reduzir as
possibilidades de contaminacdo, as misturas foram preparadas em local onde ndo se realiza
nenhum tipo de manipulacdo de DNA além deste ser exposto a radiacdo ultravioleta de alta
intensidade antes da manipulacdo das misturas.

Adicionalmente, todas as ponteiras das micropipetas utilizadas continham filtro
(barreira) hidrofobico de aerossol.

3.7 Protocolos Terapéuticos

Para cada grupo fora instituido um protocolo terapéutico distinto para erliquiose
monocitica canina (Tabela 1).

Na tentativa de minimizar a dor causada pela aplicacdo da oxitetraciclina de longa
acdo (Grupo E) e também reduzir os efeitos inflamatorios produzidos pela mesma, foi
realizado aplicacdo de meloxicam (1mg/Kg) por via subcutanea no dia da aplicacdo do
antibiotico e duas outras aplicacfes de meloxicam (0,5mg/Kg) nos dois dias subsequentes.

Tabela 1. Protocolo terapéutico empregado em cada grupo, para tratamento da erliquiose
monocitica canina.

Grupos Protocolo Terapéutico Empregado
A Azitromicina 10 mg/Kg VO SID (28 dias)
B Enrofloxacino 10 mg/Kg VO SID (28 dias)
C Dipropionato de imidocarb 5mg/kg SC (2x — intervalo 14 dias)
D Doxiciclina 20mg/Kg VO SID (28 dias)
E Oxitetraciclina LA 20mg/Kg IM (4x — intervalo 7 dias)

VO - via oral; SID — uma vez ao dia; SC — subcutaneo; LA — longa a¢8o; IM - intramuscular
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3.8 Analises Estatisticas

Para as andlises estatisticas dos valores hematologicos e bioquimicos todos os
parametros foram transformados em Log de 10 para tornar todos os parametros numa
distribuicdo normal. Apds esta transformacdo todos os dados foram analisados
estatisticamente pelo Teste T para duas amostras relacionadas dentro de cada grupo no pre-
tratamento e nos dias +7 e +28 (pds-tratamento). Portanto objetivou-se comparar as médias
dos parametros analisados antes do tratamento (dia -3) e sete dias ap6s o inicio do tratamento,
visando uma avaliacdo da resposta inicial do tratamento e também comparando as médias do
dia zero com o dia +28, que correspondeu ao término dos tratamentos.

As analises estatisticas foram realizadas atraves de programa de computador, Bioestat
5.0 e o nivel de significaAncia considerado foi de 95% (p <0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todo o curso do experimento, dois animais pertencentes ao Grupo C (dipropionato
de imidocarb) vieram a dbito, ainda na etapa de pré-tratamento e o outro logo ap6s o inicio do
tratamento.

Os animais que morreram tiveram confirmacdo da presenca de DNA para E. canis na
PCR, j& para A. platys e A. phagocytophilum os resultados foram negativos.

Ambos 0s animais apresentavam-se prostrados e as mucosas estavam ligeiramente
hipocoradas. Foi instituido tratamento com soroterapia e administracdo de corticoides, no
entanto, o primeiro animal, morreu em 24 horas e o segundo dois dias ap0ds o inicio da terapia
de suporte. Acredita-se que ambos os animais se encontravam na fase cronica da erliquiose,
apresentando anemia e trombocitopenia como achados laboratoriais mais importantes (Tabela
2).

Tabela 2. Resultado da PCR para Ehrlichia canis e valores hematimétricos, bioquimicos e
contagem plaquetaria dos dois animais do Grupo C (dipropionato de imidocarb) que vieram a
Obito durante o estudo.

Animal N° Animal N°

Exame/Parametros 419842 290901 Valores de Referéncia
PCR (E. canis) + +
Hemograma
Leucdcitos (/ pL) 10600 9400 6000-17000"
Hemacias (x10°/uL) 3,99 3,97 5,5-8,5"
Hemoglobina (g/dL) 8,2 8,1 12-18'
Hematocrito (%) 26,0 25,3 37-55
VCM (fL) 65,2 63,7 60-70°
HCM (pg) 20,6 20,4 19,5-24,5°
CHCM (g/dL) 31,5 32,0 32-36°
Plaquetas (/uL) 5000 45000 145000-440000*
Bioquimica
Fosfatase Alcalina (U/L) 57 77 20-150°
ALT (U/L) 25 49 10-88°
AST (U/L) 21 23 10-88°
CK (U/L) 85 69 0-460"
Creatinina (mg/dL) 1 1,2 0,5-1,5°
GGT (U/L) 1 4 1-10°
Ureia (mg/dL) 40 125 15-40°

'KIRK; BONAGURA, 1992; “BUSH, 2004; *MEYER; COLES; RICH, 1995
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Com relacdo ao exame fisico, apenas alguns animais apresentavam as mucosas
hipocoradas, ndo apresentando quaisquer outras manifestagdes clinicas relacionadas a
erliquiose monocitica canina. Tal fato sugere que os animais estivessem na fase subclinica da
doenca, a qual normalmente é assintomética (WANER et al., 1997).

No Grupo E (oxitetracilcina LA), algumas manifestacdes clinicas foram evidenciadas,
mas estas estavam relacionadas a aplicacdo do medicamento. Parte dos animais apresentou
dor no momento da aplicagdo do medicamento, isto se deve ao veiculo utilizado na
apresentacdo deste medicamento, o qual tem acdo irritante, que por sua vez desencadeia a
formacdo de microabscessos determinando assim uma resposta inflamatéria local,
promovendo a liberacéo lenta do antibidtico. Tais manifestacGes foram evidenciadas de forma
esporadicas e em intensidades diferentes, o que pode ser atribuido a aplicacdo do anti-
inflamatorio.

4.1 PCR
4.1.1 Avaliacéo da qualidade do DNA
O DNA extraido das amostras foi analisado através de eletroforese e quando

comparados com o marcador de alto peso molecular, evidenciou-se grande quantidade de
DNA extraido (Figura 1).

1 2345 67 8 910111213 141516171819 20212223 24 Al A2 A3

50 Kpb

Figura 1. Fotografia de eletroforese em gel de agarose 0,8% corada com Brometo de Etideo
com material extraido das amostras demonstrando a adequada extracdo de DNA. Canaletas 1-
24 = Amostras; A1 = lambda DNA 150ng, A2 = lambda DNA 100ng, A3 = lambda DNA 50ng
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4.1.2 Limites de detec¢do dos controles positivos

Os detalhes das duas ultimas diluicdes dos DNA, utilizados como controles positivos,
que amplificaram estdo descritos no quadro abaixo (Quadro 1).

Quadro 1 - Ultimas duas diluicdes do DNA controle positivo de cada espécie, que
amplificaram para cada ensaio de PCR realizado.

o Familia Ehrlichia Anaplasma Anaplasma
8 Anaplasmataceae canis phagocytophilum platys
Duas ultimas diluicdes do DNA controle positivo que
DNA modelo amplificaram
Ehrlichia canis 0 1 0 1
535 10" e 10 10" e 10
Anaplasma 10" e 102 102 10°
phagocytophilum
Anaplasma platys 102103 102 e 10°®

O controle positivo de E. canis foi fracamente positivo tanto para o género (Familia
Anaplasmataceae) como para a PCR espécie especifico (p28). Em ambos 0s ensaios,
amplicons s6 foram amplificados com amostras néo diluidas ou diluidas a 10", O DNA
controle positivo de A. phagocytophilum foi ligeiramente mais forte, amplificando em
diluicdes de 10 e 102 para o género e em diluicdes de 102 e 10° para PCR com msa2
(espécie especifico). A aparente maior sensibilidade da PCR de msa2 é provavelmente devido
ao fato do gene estar presente em multiplas copias no genoma de A. phagocytophilum. No
caso de A. platys, como ambos os ensaios de PCR (género e espécie especifico), utilizam o
mesmo gene (16S rRNA) alvo, os dois ensaios tiveram niveis de sensibilidade iguais,
detectado em diluicdes de 102 e 10°°,

4.1.3 Limite de deteccdo usando amplicon como alvo

Como demonstrado na Figura 2, cada um dos quatro ensaios de PCR foi capaz de
amplificar até um fentograma de amplicons (colunas A7, B6, C6 e D6), demonstrando a
sensibilidade do ensaio utilizado.

4.1.4 Deteccdo de Anaplasma phagocytophilum; Anaplasma platys e Ehrlichia canis

Todas as amostras foram submetidas aos quatro ensaios da PCR. Inicialmente as
amostras foram avaliadas pelo ensaio elaborado para detectar membros da Familia
Anaplasmataceae e posteriormente as amostras foram submetidas aos testes da PCR para cada
espécie. Os géis demonstrando a presenca ou a auséncia de amplificacdes estdo ilustrados nas
Figuras 3 a 6.
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A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 B1B2B3B4B5B6 B7M C1C2C3C4C5C6C7 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

> -1000 pb
-.“.- . -750 pb
-500 pb
UL L L L L -300 pb

1 1 B B R

l A. phagocytophilium ] A. platys | E.canis | Anaplasmataceae |
| | |

Figura 2. Fotografia negativa de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com Brometo de
Etideo. Al=4gua (controle negativo ambiental), A2=100pg, A3=10pg, A4=1pg, A5=100fg,
A6=10fg, A7=1fg A8=agua (controle negativo da mistura — com extravasamento de material
do poco adjacente); B2=100pg, B3=10pg, B4=1pg, B5=100fg, B6=10fg, B1=1fg, B7=4gua
(controle negativo da mistura); C2=100pg, C3=10pg, C4=1pg, C5=100fg, C6=10fg, C1=1fg,
C7= 4gua (controle negativo da mistura); D2=100pg, D3=10pg, D4=1pg, D5=100fg,
D6=10fg, D1=1fg, D7=4gua (controle negativo da mistura). M= marcador 50-2000 pares de
base.

Cl1123 45 6 78 910111213141516171819 2021222324C2 + M

-1500pb
-600 pb

Figura 3. Fotografia negativa de gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio
evidenciando amostras positivas e negativas na reacdo de PCR (354pb) para a familia
Anaplasmataceae. Canaleta C1=agua (controle negativo da mistura), 1-24 = amostras de DNA
estudadas. C2=4gua (controle negativo ambiental), + = controle positivo (E. canis 535
diluicdo de 10™%). M=marcador de peso molecular 100pb - Invitrogen (Cat No. 15628-019).
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Cl11 234 5 67 8910111213 14151617181920212223 2425C2+1+2 M

1000 Bb
750 p
500 pb

Figure 4. Fotografia negativa de gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio
evidenciando amostras positivas e negativa na reacdo de PCR (843pb) para Ehrlichia canis.
Cl=é4gua (controle negativo da mistura); 1-25=amostras analisadas; C2=&gua (controle
negativo ambiental); +1=controle positivo (sem diluicdo 10°); +2 controle positivo (diluicéo
de 10™); M=marcador 50-2000 pb (Invitrogen).

Cl11 234 5 67 8 9 101112 1314151617181920212223 2425C2+1+2 M

Figura 5. Fotografia negativa de gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio
evidenciando amostras negativas na reagdo de PCR (334pb) para Anaplasma
phagocytophilum. C1=agua (controle negativo da mistura), 1-25=amostras testadas, C2=agua
(controle negativo ambiental), +1=controle positivo (diluicdo de 10™), +2 controle positivo
(diluicdo de 107%); M=marcador 50-2000pb (Invitrogen).
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_C11 234 5 67 8910111213 141516171819 20212223 24C2 +1+2 M

1000 pb
750 p

-500 pb

Figura 6. Fotografia negativa de gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio
evidenciando amostras positivas e negativas na reacdo de PCR para Anaplasma platys.
Cl=agua (controle negativo da mistura), 1-24=amostras testadas. C2=4gua (controle negativo
ambiental), +1=controle positivo (diluicdo de 10?), +2=controle positivo (diluicdo de 10);
M=marcador 50-2000bp (Invitrogen). Amplicons de 678pb indicados pela seta preta (A) e
amplicons inespecificos ligeiramente menores indicados pela seta branca.

Figura 7. Fotografia negativa de gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio
evidenciando as amostras (11 - 94) reavaliadas na PCR para Anaplasma platys. C1 e C2 =
agua (controles negativos). + = controle positivo (DNA de A. platys). A posicdo das
amplificagdes verdadeiras (678 pb) esta indicada pela seta preta (lado direito). Produtos de
menor tamanho (amplificacdes inespecificas) indicado pela seta branca (lado esquerdo).
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Como pode ser evidenciada na Figura 6, uma grande quantidade de amplificacbes
inespecificas com peso molecular muito proximo aos de A. platys (678pb), foi observada nas
avaliacOes de todas as amostras testadas para esta espécie, gerando algumas duvidas quanto a
confirmagédo de um resultado positivo. Portanto, 18 amostras de resultado duvidoso foram re-
examinadas para PCR de A. platys (DNA de A. platys 10 como controle positivo) (Figura 7).

O gel (Figura 7) foi corrido por uma hora em uma voltagem constante de 75 volts. Isso
resultou em uma separacdo mais eficiente das bandas, quando comparados com 0s geéis
anteriores, que foram corridos por 30 minutos com a mesma voltagem (ver fotos anteriores).
Usando esse tempo maior de corrida da eletroforese, foi possivel diferenciar claramente uma
amplificacdo verdadeira de uma amplificagdo ndo especifica.

Os resultados gerais encontrados nas PCR para os diferentes grupos e agentes estdo
descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultado das reacdes de PCR, para familia Anaplasmataceae e para as espécies
Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum e Ehrlichia canis nos diferentes grupos, antes
e depois do tratamento (continua).

Grupos Pré Tratamento Final do Tratamento
Anaplasma Anaplasma Ehrlichia Anaplasma Anaplasma Ehrlichia
Familia platys phagocytophilum canis Familia platys phagocytophilum canis

A (azitromicina)
409813 + - - + + - - +
044269 + + - + + - - +
035582 + + - + + - - +
080625 + - - + + - - +
044364 + - - + + - - +
035710 + + - + + - - +
044170 + - - + - - - -
298497 + + - + + - - +
044103 + - + + - - +
044210 + - - + - - - -
035811 + - - + + - - +
044298 + - - + + - - +
416929 - - - + + - - +

B (enrofloxacina)
274848 + - - + + - - +
415434 + - - + + - - +
028106 + + - + + - - +
044309 + - - + - - - +
393540 + - - + + - - +
247112 + - - + - - - -
035762 + - - + + - - +
251534 + - - + + - - +
300020 + - - + + - - +
281310 + - - + + - - +
261090 + - - + + - - -
411429 + + - + + - R +
044422 + + - + + - - +
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Tabela 3. (continuacao)

Grupos

Pré Tratamento

Final do Tratamento

Familia

Anaplasma
platys

Anaplasma
phagocytophilum

Ehrlichia
canis

Familia

Anaplasma
platys

Anaplasma
phagocytophilum

Ehrlichia
canis

C (dipropionato de imidocab)

389049
419842
258090
261153
291310
417245
414249
397470
419834
267388
290901
260688
415998
D (doxiciclina)
035700
020412
044482
044066
035514
044319
390944
414618
421754
044083
281410
044279

+

+ 4+ + + + + + + + A+ + o+

+ + + + + +

+ + + +

+

E (oxitetraciclina LA)

035582
080625
035710
274848
415434
393540
035762
251534
389049
261153
291310
417245
414249
397470
260688
415998

+

+ 4+ + + + +

+

+ o+

+

+ 4+ + + + +

+ 4+ + + + 4

+ 4+ + + + + o+

+ 4+ o+

+ o+ +

+
6bito

+ + + + + +

6bito

obito

+ + +

+ +

obito

obito

obito

+

obito

+ + + + + +

obito

+ resultado positivo; - resultado negativo
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Ao observarmos os resultados das PCR, percebemos que apenas dois animais
(microchip 414249 do Grupo C e 421754 do Grupo D) néo apresentaram resultado positivo
para a presenca de DNA de E. canis antes do tratamento, no entanto, ambos os animais
apresentaram resultado positivo para DNA da Familia Anaplasmataceae. Este achado pode ser
explicado pela baixa quantidade de DNA do parasito circulante, como proposto por alguns
autores (HARRUS et al., 1998c), ou devido a presenca de outros membros da Familia
Anaplasmataceae. Este fato inclusive foi confirmado no animal 414249 do Grupo C, que
apresentou PCR para A. platys positivo antes do tratamento, no entanto, este ndo pode ser
considerado um caso isolado de anaplasmose ciclica infecciosa canina, pois no exame
realizado apos sete dias do inicio do tratamento o animal apresentou PCR positivo para E.
canis, caracterizando um caso de coinfeccdo por esses dois agentes.

Dezesseis animais 31,4% (n=51) apresentaram coinfec¢do por E. canis e A. platys.
Trés animais do grupo C (261153; 291310 e 397470) tiveram DNA de A. platys detectados
somente apos sete dias do inicio do tratamento, tal fato pode ser explicado pela natureza
ciclica da parasitemia de A. platys que pode ter ocasionado um reducdo da quantidade de
parasitos (EDDLESTONE et al., 2007). Ainda sobre a parasitemia ciclica, esta também pode
justificar o fato de que quatro animais do Grupo A (azitromicina), trés animais do Grupo B
(enrofloxacino) e um animal do Grupo C, que estavam positivos para A. platys na PCR,
apresentaram resultado negativo na PCR ap0s sete dias do inicio do tratamento. Entretanto,
ndo se pode descartar a possibilidade de que tenha ocorrido a eliminacdo do parasito frente a
presenca do antibidtico.

Apesar de Santos e colaboradores (2011) reportarem 18 casos de infeccdo por A.
phagocytophilum em uma regido muito proxima de onde este estudo foi conduzido, nenhuma
coinfeccdo ou mesmo infeccéo isolada por A. phagocytophilum foi observada, estando todas
as PCR realizadas negativas para a presenca de DNA de A. phagocytophilum. Este fato pode
ser justificado, pois 0s animais utilizados neste experimento sdo animais de canil, sem contato
com animais externos ou errantes. Outro fator que pode justificar tais resultados € a possivel
baixa sensibilidade da técnica molecular empregada no diagndstico de A. phagocytophilum
como sugerem alguns autores (SANTOS et al., 2011).

4.2 Hematologia
4.2.1 Exame direto através de esfregago sanguineo

Foram encontradas inclusdes celulares antes do inicio do experimento em cinco
(n=51) animais 9,8% (Tabela 4), sabendo-se que todos estavam positivos para E. canis e
alguns também apresentavam A. platys, este fato reforca a baixa eficiéncia e sensibilidade
dessa técnica diagndéstica (RAMOS et al., 2009). Cabe ressaltar que todas as inclusdes foram
encontradas em esfregaco de capa leucocitaria. Em apenas um animal foi encontrado
inclusbes em monaocitos, nos demais todas as inclusdes observadas foram em plaquetas e
quando correlacionados com os resultados da PCR, evidenciou-se a presenca de animais com
inclusbes em plaquetas e 0s mesmos eram negativos para a presenca de A. platys. Isto pode
ser explicado como sendo resultados falsos positivos para A. platys, pois diversos artefatos
podem mimetizar a presenca de A. platys em plaguetas (HARRUS et al.,, 1997a;
MYLONAKIS et al., 2003). Outra explicagdo possivel é que estas inclusdes sejam de morulas
de E. canis, pois conforme relatado anteriormente, dependendo da fase da doenca, inclusdes
de E. canis podem ser observadas em plaquetas (ALMOSNY, 1998).
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Tabela 4. Resultado das avaliacbes dos esfregacos sanguineos frente a presenca de inclusbes celulares de hemoparasitos da familia
Anaplasmataceae, antes e ao fim do tratamento.

Grupo Incluséo celular Grupo Incluséo celular Grupo Inclusr?lo celular Grupo Incluséo celular Grupo IncIusz?o celular

Al ’2(celula)_ ; B , (célula) _ c , (célula) _ D? , (célula) _ £’ , (ceIuIa)_
Pre Fim Pré Fim Pré Fim Pré Fim Pré Fim

409813 - - 274848 - - 389049 - - 035700 - - 035582 - -
044269 - - 415434 - - 419842 +/P Obito 020412 - - 080625 - -
035582 - - 028106 - +/P 258090 - - 044482 - - 035710 +/P -
080625 - - 044309 - - 261153 - - 044066 - - 274848 - -
044364 - - 393540 - - 291310 - - 035514 - - 415434 - -
035710 - +/P® 247112 - - 417245 - - 044319 - - 393540 - -
044170 - - 035762 +IM° +/P 414249 - - 390944 - - 035762 +/P -
298497 - - 251534 - - 397470 - - 414618 - - 251534 - -
044103 +/P - 300020 - - 419834 - - 421754 - - 389049 - -
044210 - +/P 281310 - - 267388 - - 044083 - - 261153 - -
035811 - - 261090 - - 290901 - Obito 281410 - - 291310 - -
044298 - - 411429 - - 260688 - - 044279 +/P - 417245 - -
416929 +/P - 044422 - - 415998 - - 414249 - -
397470 - -
260688 - -
415998 - -

Azitromicina; ?Pré-tratamento; °Fim do tratamento; “Enrofloxacino; *Dipropionato de Imidocarb; °Doxicilcina; ‘Oxitetraciclina longa agdo; *Plaqueta; "Mondcito
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4.2.2 Hematimetria

Vale lembrar que ao se avaliar os resultados encontrados nesses parametros sete dias
apos inicio do tratamento (dia +7) nos Grupos A, B e C e comparando-os com o Grupo D
(doxiciclina), constatou-se pouca ou nenhuma melhora nos parametros hematimétricos e da
contagem de plaquetas, na maioria dos animais, gerando preocupa¢do com 0s animais. Fato
este que determinou a imediata intervencdo no experimento, e alguns animais dos que
apresentavam os piores parametros laboratoriais, foram realocados em um novo grupo (Grupo
E) e outro protocolo terapéutico fora instituido.

Os resultados referentes a hematimetria, leucometria, plaquetometria e bioquimica
sérica serdo apresentados baseados nas médias dos grupos antes, com sete dias de tratamento
e depois do tratamento. As medias foram estatisticamente comparadas. Os resultados serdo
listados a seguir e dispostos em formas de tabelas para melhor observacdo dos resultados
(Tabelas 5-10), ao final de cada tdpico, os resultados serdo discutidos.

Com relacdo aos valores hematimétricos as médias do hematdcrito, valor de
referéncia: 37 — 55 % (KIRK; BONAGURA, 1992), antes do tratamento foram de 35,2+4,9
no Grupo A, 35,0+6,2 no Grupo B; 34,3+2,8 no Grupo C, 34,5+6,0 no Grupo D e 34,4+6,0 no
Grupo E. Decorridos sete dias (dia +7) de tratamento, todas as médias de todos 0s grupos se
elevaram, permanecendo assim até o fim do tratamento (dia +28), diferindo
significativamente somente nos Grupos A, B e D (dia +7) e diferindo significativamente tanto
no Grupo D guanto no E (dia +28) (Tabela 5).

Quanto ao nimero de hemacias, valor de referéncia: 55 — 8,5 x10%/uL (KIRK;
BONAGURA, 1992), as médias de cada grupo foram: Grupo A (5,520,9); Grupo B (5,5+1,0);
Grupo C (5,3+0,5); Grupo D (5,2+1,1) e Grupo E (5,4£0,9). Novamente todas as médias se
elevaram, diferindo significativamente somente no Grupo A (dia +7) e nos Grupos D e E (dia
+28) (Tabela 5).

Os valores do VCM se mantiveram dentro da normalidade em todos os grupos, nao
havendo diferencas significativas. J& com relacdo aos valores do CHCM estes também
permaneceram dentro da normalidade por todo o experimento. No entanto, variagfes
significativas foram observadas no Grupo B (dia +7) e no Grupo D (dia +28) (Tabela 5).

A respeito dos valores da hemoglobina, valor de referéncia: 12-18g/dL (KIRK;
BONAGURA, 1992), todos os grupos apresentavam valores médios de hemoglobina abaixo
da normalidade antes do tratamento: Grupo A (11,3+1,5); Grupo B (11,3%£2,0); Grupo C
(11,2+1,1); Grupo D (11,0+2,0) e Grupo E (11,2t 2,0). Elevacdes significativas foram
observadas nos Grupos A, B e D (dia +7) e nos Grupos D e E (dia +28) (Tabela 6).

As médias da HCM permaneceram dentro da normalidade em todos os grupos durante
todo o tratamento, observando-se diferenca significativa apenas no Grupo E antes do
tratamento e apos sete dias de tratamento, devido a uma queda neste valor (Tabela 6).

Fazendo uma correlagdo com os resultados obtidos, ficou evidente a ocorréncia de
anemia em todos os grupos antes do tratamento e numa analise por animal, é facilmente
observado que a maioria dos animais encontrava-se anémica antes do tratamento. Este é um
achado frequentemente associado a infeccéo por E. canis (NEER et al., 2002). O tratamento
com doxiciclina e oxitetraciclina de longa acdo por 28 dias reverteu a condicdo de anemia
nesses grupos. No entanto, em uma avaliacdo individual, alguns animais permaneceram com
valores abaixo da normalidade, podendo sugerir a presenca de alguma outra enfermidade
concomitante, apesar de nenhuma manifestacéo clinica ter sido observada.

Assim como ocorreu com o hematdcrito, as médias do nimero de hemaécias também se
encontravam abaixo da normalidade ou proximas ao valor minimo. E um consenso que tal
achado pode ser muitas vezes associados a erliquiose monocitica canina (NEER et al., 2002).
Apbs sete dias de tratamento todos 0s grupos ja apresentavam esse parametro dentro da
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normalidade e nos Grupos D e E foi claramente observada uma elevagdo nas médias apés 28
dias.

Acompanhando a reducdo no nimero de hemacias, a média das hemoglobinas também
estava reduzida antes do tratamento. Apds sete dias de tratamento, trés grupos ja tinham
normalizado esse parametro e nos dois grupos o0s quais o tratamento se estendeu até 28 dias, a
hemoglobina havia se normalizado.

4.2.3 Leucometria e plaguetometria

Com relagdo a contagem do numero de plaquetas todos 0s grupos apresentavam
médias bem abaixo dos valores normais, valor de referéncia: 145000-440000/puL (KIRK;
BONAGURA, 1992). Grupo A (62307+£52886,5); Grupo B (46076+27034); Grupo C
(75000+49056); Grupo D (47583+24057) e Grupo E (47875+21528). Em todos os grupos foi
possivel observar uma elevacdo no numero de plaquetas. Diferengas significativas s6 foram
observadas nos Grupos B (117153+91651), D (262333+78818) e E (249687+91873) (dia +7)
e nos Grupos D (258666,7+87888) e E (251187+76051) (dia +28) (Tabela 7).

Numa andlise mais detalhada, percebe-se aumento no nimero de plaquetas em todos
0s grupos. No entanto, a média do numero de plaquetas nos grupos A, B e C ndo atingiu a
normalidade. Em uma avaliacdo individual nota-se que a maioria dos animais nos Grupos A,
B e C permaneceu com a contagem de plaquetas abaixo dos valores considerados normais, ja
nos Grupos D e E mesmo com apenas sete dias de tratamento, quase todos os animais do
grupo voltaram a apresentar valores normais, mantendo suas médias dentro da normalidade.
Apbs 28 dias, os Grupos D e E permaneciam com os valores médios dentro dos parametros
normais.

A média da leucometria total, valor de referéncia = 6000-17000/uL (KIRK;
BONAGURA, 1992), nos diferentes grupos foi de: Grupo A (7438+2741); Grupo B
(7353+£2597); Grupo C (8181+2359); Grupo D (7366+2804) e Grupo E (7012+3071).
Aumentos significativos nesses valores foram observados somente nos Grupos D
(10433+2364) e E (9281+2469) (dia +7) e novamente (dia +28) nos Grupos D(10483+3649) e
E (12062+3888) (Tabela 7).

Os valores da contagem total de leucdcitos em todos os grupos estavam dentro da
normalidade antes do tratamento e assim permaneceram durante todo o tratamento. No
entanto, percebe-se claramente um aumento nos valores médios apds sete e 28 dias de
tratamento nos Grupos D e E. Na andlise individual dos animais, nota-se que todos os animais
dos Grupos D e quase todos do Grupo E normalizaram seus parametros apos sete dias de
tratamento e apds 28 dias todos 0s animais estavam com os valores normais. Ja nos Grupos A,
B e C, tais achados ndo foram observados, inclusive aumentando o nimero de animais abaixo
da faixa de normalidade.

Assim como a anemia, a presenca de trombocitopenia é um achado bastante
significativo da infecgdo por E. canis (NEER, 2002) A redugdo no nimero de plaquetas foi
identificada em quase todos 0s animais e esta foi revertida apos sete dias nos animais tratados
com doxiciclina bem como naqueles tratados com oxitetraciclina de longa acdo. E apesar de
ocorrer uma melhora desse parametro nos animais tratados sete dias com azitromicina,
enrofloxacino e dipropionato de imidocarb, tais medicamentos ndo foram capazes de
normalizar o nimero de plaquetas, o que pode sugerir uma ineficacia no tratamento conforme
ja relatado por alguns autores. (EDDLESTONE et al., 2006; NEER et al., 1999).
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Tabela 5. Média dos valores do hematdcrito, hemaécias, volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular media
(CHCM) dos animais estudados, correlacionados aos resultados da PCR e do exame da capa leucocitaria, antes e depois do tratamento.

N° Animais N° Animais Hematécrito(Ht) HemGélcias VCM CHCM
o * 0,

B NUmero (+) PCR (+) CL P — (%) _ (x10%/uL) (fL) _ (@du)
o Antes  Depois Antes Depois pré dia+7 ol pré il el il il pré sl iy

animais +28 +7 +28 +7 +28 +7 +28

Média 35.2° 37.1° - 55° 509° - 63.8° 62.9° - 32.3° 32.4% -

DP 49 49 - 09 08 - 28 13 - 08 08 -

Azitromicina 13 13 11 2 2 Abaixo 9 7 - 6 3 - 0 0 - 3 2 -
Dentro 4 6 - 7 10 - 13 13 - 10 11 -

Acima 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 -

Média 35,0° 38,1° - 55°  6,0° - 63,8 64,0° - 32,1 325" -

DP 62 7.4 - 10 13 - 21 23 - 05 08 -

Enrofloxacina 13 12 11 1 2 Abaixo 8 7 - 6 4 - 0 1 - 5 2 -
Dentro 5 6 - 7 9 - 13 12 - 8 11 -

Acima 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 -

Média 34,3% 36,5° - 53" 57° - 64.4° 64,6° - 324% 325° -

DP 28 23 - 05 04 - 25 19 - 08 06 -

Imidocarb 11 11 9 0 0 Abaixo 9 6 - 6 4 - 1 0 - 3 2 -
Dentro 2 5 - 5 7 - 10 11 - 8 9 -

Acima 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 -
Média 34,5° 38,0° 39,9 52¢ 58 6,1° 66,4 65,8° 652°  32,0° 32,1* 32,6°

DP 60 6,7 5.2 11 11 09 31 29 29 07 06 04

Doxiciclina 12 12 0 1 0 Abaixo 8 4 4 8 4 2 1 0 0 5 7 1
Dentro 4 8 8 4 8 10 11 12 12 7 5 11

Acima 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Média 34,4° 356%° 37,0° 54° 56 548° 64,2 63,9° 63,9  324% 32,3 325°

DP 60 4,0 4.4 09 06 07 18 19 20 07 05 05

Oxitetraciclina 16 16 0 2 0 Abaixo 10 8 6 8 6 5 1 1 1 3 3 3
Dentro 6 8 10 8 10 11 15 15 15 13 13 13

Acima 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* - Positivo para Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys e/ou para familia Anaplasmataceae
Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05); CL = capa leucocitaria; DP = desvio padréo

Valores de referéncia: Hematdcrito = 37-55% e Hemécias = 5,5-8,5x10%/pL (KIRK; BONAGURA, 1992); VCM = 60-70fL e CHCM = 32-36g/dL (BUSH, 2004)
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Tabela 6. Média dos valores da hemoglobina e da hemoglobina corpuscular média (HCM) dos animais estudados, correlacionados aos resultados
da PCR e do exame da capa leucocitéaria, antes e depois do tratamento.

NGmero N° Animais N° Animais Hemoglobina HCM
*

Grupo de GIEER (GIEE Valores (g/dL) dia d(g 9) dia
animais Antes Depois Antes Depois pré dia+7 +28 pré +7 +28
Média 11.3° 12.0° - 20.6* 20.3° -
DP 15 1.6 - 1.0 0.6 -
Azitromicina 13 13 11 2 2 Abaixo 9 7 - 0 0 -
Dentro 4 6 - 13 13 -
Acima 0 0 - 0 0 -
Média 11,3° 12,4° - 20,5* 20.,8° -
DP 2.0 2.5 - 0.5 0.5 -
Enrofloxacina 13 12 11 1 2 Abaixo 8 7 - 0 0 -
Dentro 5 6 - 13 13 -
Acima 0 0 - 0 0 -
Média 11,2* 11,9° - 20,9 21,0 -
DP 1.1 0.9 - 0.7 0,7 -
Imidocarb 11 11 9 0 0 Abaixo 9 6 - 0 0 -
Dentro 2 5 - 11 11 -
Acima 0 0 - 0 0 -
Média 11,00 12,2° 13,0° 21,28 212 21,3
DP 2,0 2.3 1,7 1.0 0.9 1.1
Doxiciclina 12 12 0 1 0 Abaixo 8 4 4 1 0 0
Dentro 4 8 8 11 12 12
Acima 0 0 0 0 0 0
Média 11,2° 115° 12,0° 20,8* 206" 20,8
DP 2.0 1.3 1.4 0.8 0,7 0,7
Oxitetraciclina 16 16 0 2 0 Abaixo 10 9 6 0 1 0
Dentro 6 7 10 16 15 16
Acima 0 0 0 0 0 0

* - Positivo para Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys e/ou para familia Anaplasmataceae
Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05); CL = capa leucocitaria; DP = desvio padrao
Valores de referéncia: Hemoglobina = 12-18g/dL (KIRK; BONAGURA, 1992); HCM = 19,5-24,5pg (BUSH, 2004)
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Tabela 7. Média dos valores da contagem de plaquetas e dos leucdcitos totais dos animais estudados, correlacionados aos resultados da PCR e do
exame da capa leucocitéria, antes e depois do tratamento.

Namero  N° Animais N° Animais Plaguetas Leucdcitos
Grupo de (+) PCR* (+) CL Valores (céls/uL) (céls/uL)
animais Antes Depois Antes Depois pré dia +7 dia +28 pré dia +7 dia +28
Média 623072 123076° - 7438° 8330° -
DP 52886 99675 - 2741 2906 -
Azitromicina 13 13 11 2 2 Abaixo 11 8 - 3 5 -
Dentro 2 5 - 10 8 -
Acima 0 0 - 0 0 -
Média 460762 117153° - 73532 60922 -
DP 27034 91651 - 2597 2112 -
Enrofloxacina 13 12 11 1 2 Abaixo 13 7 - 4 5 -
Dentro 0 6 - 9 8 -
Acima 0 0 - 0 0 -
Média 75000° 108000° - 8181° 9300° -
DP 49056 52155 - 2359 3002 -
Imidocarb 11 11 9 0 0 Abaixo 10 8 - 1 2 -
Dentro 1 3 - 10 9 -
Acima 0 0 - 0 0 -
Média  47583% 262333  258666" 7366° 10433° 10483°
DP 24057 78818 87888 2804 2364 3649
Doxiciclina 12 12 0 1 0 Abaixo 12 2 2 5 0 0
Dentro 0 10 10 7 12 11
Acima 0 0 0 0 0 1
Média 47875 249687  251187° 7012 9281° 12062°
DP 21528 91873 76051 3071 2469 3888
Oxitetraciclina 16 16 0 2 0 Abaixo 16 2 1 7 2 0
Dentro 0 13 14 9 14 14
Acima 0 1 1 0 0 2

* - Positivo para Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys e/ou para familia Anaplasmataceae
Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05); CL = capa leucocitéria; DP = desvio padréo
Valores de referéncia: Plaquetas = 145000-440000/uL e Leucdcitos = 6000-17000/uL (KIRK; BONAGURA, 1992)
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Outro ponto importante a se destacar é que devido a trombocitopenia apresentada pelos
caes, realizaram-se exames diagnosticos somente para as trés espécies de riquétsias ja
descritas no Brasil parasitando cées, no entanto, sabe-se que outras enfermidades, bem como
outros hemoparasitos, podem causar trombocitopenia. E apesar de alguns autores afirmarem
que a trombocitopenia ndo pode ser o Unico fator para se diagnosticar erliquiose (MACIEIRA
et al., 2005; SANTOS et al., 2009), a correlacdo da auséncia de manifestacfes clinicas bem
como, por exemplo, a ndo identificacdo da presenca de forma evolutivas de outras
hemoparasitoses no interior de eritrdcitos, refor¢caram fortemente a suspeita de erliquiose.

Ja em relacdo a contagem total de leucdcitos, varios animais apresentavam-se
leucopénicos, achado compativel com erliquiose em sua fase crénica (MYLONAKIS et al,
2004). Sendo assim, ap6s o término do tratamento (dia +28), todos os animais haviam
retornado aos valores normais da contagem de leucdcitos, reforgando a eficécia dos dois
protocolos terapéuticos empregados nos Grupos D (doxiciclina) e E (oxitetraciclina de longa
acao).

4.2.4 Bioquimica sérica

Na avaliagdo das medias das atividades séricas da fosfatase alcalina, valores de
referéncia: 20-150 U/L (MEYER; COLES; RICH, 1995), teve-se o0s seguintes valores antes
do tratamento: Grupo A (86,8+34,1); Grupo B (92,5+£124,5); Grupo C (59,9£11,9); Grupo D
(90,6+33,8) e Grupo E (68,9+17,1). Todas as meédias estiveram dentro da normalidade. No
entanto, uma reducéo significativa pode ser observada no Grupo D (76,6+29,3) (dia +7) e um
aumento significativo no Grupo E (94,6£24,5) (dia +7) (Tabela 8).

Com relacédo a atividade sérica da ALT, valores de referéncia: 10-88 U/L (MEYER;
COLES; RICH, 1995), as médias nos grupos antes do tratamento foram de: Grupo A
(31,5+7,7); Grupo B (67,1+110,8); Grupo C (49,5+28,5); Grupo D (31,8+13,7) e Grupo E
(33,8+11,6). Apenas no Grupo E (92,7+139,1) foi observada uma elevagéao significativa (dia
+28).

Nos valores obtidos para AST, valores de referéncia: 10-88 U/L (MEYER; COLES;
RICH, 1995), apenas um animal do Grupo E apresentou este parametro abaixo da
normalidade. Todos os demais apresentaram AST dentro da normalidade. No entanto,
elevacdes significativas nas médias dos grupos foram observadas nos Grupos B (21,2+14,4
para 23,8+16,0) (dia +7) e D (17,6+3,5 para 19,3£3,6) (dia +28) (Tabela 8).

Ja com relacdo a atividade da GGT, valores de referéncia: 1-10 U/L (MEYER;
COLES; RICH, 1995), numa avaliacdo inicial, apenas um animal apresentava este parametro
elevado, e os valores médios nos diferentes grupos foram de: Grupo A (1,9+1,0); Grupo B
(3,0£2,5); Grupo C (1,8%0,7), Grupo D (2,2+0,7) e Grupo E (0,9+0,7). Apenas o Grupo E
(1,7£0,9) (dia +28) teve aumento significativo deste parametro, no entanto, a média do grupo
estava dentro da normalidade. No grupo B (1,8+2,3) houve uma reducéo significativa neste
parametro (dia +7) (Tabela 8).

O aumento significativo na atividade enzimatica da ALT, ultrapassando os valores
considerados normais para este parametro, somente ocorreu no grupo E. Ao se analisar esse
parametro observou que esta elevacdo na média do grupo ocorreu devido a um Unico animal.
No total, trés animais apresentavam este valor elevado, sendo que um Unico animal
apresentou o valor da ALT de 602 U/L, o que indicou uma lesdo de origem hepaética, tendo
em vista a natureza dessa enzima. Ao avaliar os dados deste animal durante o decorrer do
tratamento, verificou-se um aumento progressivo no valor deste pardmetro. Outras causas
para tal lesdo ndo foram identificadas. No entanto, ndo foram realizados exames de imagem
para uma avaliacdo morfologica do figado.
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Apesar disso, ndo se pode deixar de atribuir essa alteracdo ao uso da oxitetraciclina de
longa acdo, no entanto, este seria um caso isolado, tendo em vista que nenhum outro animal
deste grupo apresentou situacao semelhante.

Apesar de na literatura ser encontrado relato de aumento da GGT (HARRUS et al.,
1996), no presente estudo apenas um animal apresentou tal parametro aumentado.

Ainda sobre as avaliagbes bioquimicas, os valores médios referentes as concentragoes
séricas de creatinina, valores de referéncia: 0,5 — 1,5 mg/dL (BUSH, 2004), antes do
tratamento foram de: Grupo A (0,7£0,2); Grupo B (0,8+0,2); Grupo C (0,7£0,1); Grupo D
(0,7£0,2) e Grupo E (0,7+0,2). Todas as médias estavam e permaneceram dentro da
normalidade, numa avaliagdo individual, somente dois animais, um animal do Grupo D e
outro do Grupo E, tiveram concentragdes acima da normalidade (dia +7). Permanecendo
somente um animal com este valor elevado no Grupo E (dia + 28). Apesar do pequeno
numero de animais fora dos parametros de normalidade, reduc@es significativas nas médias
foram observadas nos Grupos B (0,6+0,1) e C (0,6+0,1) (dia +7). Por outro lado, uma
elevacdo significativa na média foi observada no Grupo E (0,9+0,2) (dia +7) e também nos
Grupos D (0,9+0,1) e E (1,0£0,2) (dia +28) (Tabela 9).

Analisando as médias das concentracdes séricas da ureia, valores de referéncia = 15-
40mg/dL (BUSH, 2004), alguns animais apresentavam esse parametro elevado antes do
tratamento. No entanto, somente no Grupo B a média estava elevada. Os valores médios de
cada grupo antes do tratamento foram de: Grupo A (31,9£16,6); Grupo B (42,8+23,4); Grupo
C (33,5%£7,4); Grupo D (37,0£19,2) e Grupo E (36,5£16,7). Um aumento significativo
somente foi observado no Grupo E (40,3+16,0) (dia +7). Ao avaliar de forma individual
percebe-se um aumento no nimero de animais com os parametros elevados no Grupo E
(Tabela 9).

As concentracOes séricas da ureia e da creatinina se elevaram ap6s 28 dias do inicio do
tratamento no grupo tratado com oxitetraciclina de longa acdo, tais achados podem estar
relacionados ao medicamento, visto que a oxitetraciclina em altas doses pode ser nefrotoxica
(RIVIERE; SPOO, 2003).
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Tabela 8. Média dos valores da fosfatase alcalina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gama-glutamil-
transferase (GGT) dos animais estudados, correlacionados aos resultados da PCR e do exame da capa leucocitéria, antes e depois do tratamento.

N° Animais N° Animais Fosfatase Alcalina ALT AST GGT
f *

Grupo Numero (+) PCR (+) CL Valores (U/L) _ (U/L_) _ (_U/L) _ (U{L) _
o Antes  Depois Antes Depois pré dia+7 ol pré il el pré el il pré tE
animais +28 +7 +28 +7 +28 +7 +28
Média 86.8° 89.8° - 31.5* 36.2° - 22.7* 21.8° - 19* 222 -
DP 341 40.2 - 1.7 13.7 - 8.4 3.4 - 10 13 -
Azitromicina 13 13 11 2 2 Abaixo 0 0 - 0 0 - 0 0 - 1 1 -
Dentro 13 10 - 13 13 - 13 13 - 12 12 -
Acima 0 3 - 0 0 - 0 0 - 0 0 -
Média 92,5° 80,1° - 67.1* 76,7 - 21,2% 238" - 307 1,8 -
DP 1245 754 - 110.8 137.4 - 144 16,0 - 25 23 -
Enrofloxacina 13 12 11 1 2 Abaixo 0 0 - 0 0 - 0 0 - 1 4 -
Dentro 12 12 - 12 12 - 13 13 - 11 9 -
Acima 1 1 - 1 1 - 0 0 - 1 0 -
Média 59,9° 64,7% - 49,5* 36,6° - 19,2* 21,1% - 1.8 1,3 -
DP 11,9 193 - 28,5 13,0 - 4,0 51 - 07 0.9 -
Imidocarb 11 11 9 0 0 Abaixo 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 2 -
Dentro 11 11 - 10 11 - 11 11 - 11 9 -
Acima 0 0 - 1 0 - 0 0 - 0 0 -
Média 90,6° 76,6° 73,5° 31,8 29,7 37,1% 17,6 19,7° 19,3° 22 1.8 18°
DP 338 293 206 13,7 89 154 35 39 3,6 07 11 14
Doxiciclina 12 12 0 1 0 Abaixo 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3
Dentro 11 11 12 12 12 12 12 12 12 12 11 9
Acima 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Média 68,9° 946° 859° 33.8% 414* 92,7° 19,6° 22,3 19,3° 09 1,3* 17°
DP 171 245 332 11,6 31,8 1391 41 9.1 52 07 06 09
Oxitetraciclina 16 16 0 2 0 Abaixo 0 0 1 0 0 0 0 1 1 5 1 1
Dentro 16 16 14 16 15 12 16 15 14 11 15 14

Acima 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0 0

* - Positivo para Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys e/ou para familia Anaplasmataceae
Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05); CL = capa leucocitéria; DP = desvio padréo
Valores de referéncia: Fosfatase Alcalina = 20-150U/L; ALT =10-88U/L; AST = 10-88U/L; GGT = 1-10U/L (MEYER; COLES; RICH, 1995)
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Tabela 9. Média dos valores da concentracdo sérica de ureia e creatinina dos animais estudados, correlacionados aos resultados da PCR e do
exame da capa leucocitéria, antes e depois do tratamento.

NGmero N° Animais N° Animais Creatinina Ureia
*

Grupo de [DLPCR Clel Valores (el dia (rg?;dL) dia
animais Antes Depois Antes Depois pré dia+7 +28 pré +7 +28
Média 0.7 0.7° - 31.9* 36.1° -
DP 0.2 0.2 - 166 19.9 -
Azitromicina 13 13 11 2 2 Abaixo 0 0 - 0 0 -
Dentro 13 13 - 12 12 -
Acima 0 0 - 1 1 -
Média 0.8 06° - 42,8 385" -
DP 0.2 0.1 - 234 191 -
Enrofloxacina 13 12 11 1 2 Abaixo 0 0 - 0 0 -
Dentro 13 13 - 9 10 -
Acima 0 0 - 4 3 -
Média 07° 0,6 - 335" 381 -
DP 0.1 0.1 - 7.4 6.2 -
Imidocarb 11 11 9 0 0 Abaixo 0 0 - 0 0 -
Dentro 11 11 - 8 6 -
Acima 0 0 - 3 5 -
Média 07% 07° 09° 37,00 439* 358°
o DP 0.2 0,3 0,1 19,2 288 106
Doxiciclina 12 12 0 1 0 Abaixo 0 0 0 0 0 0
Dentro 12 11 12 10 6 9
Acima 0 1 0 2 6 3
Média 07° 09" 1.0° 36,5 40,3" 458"
DP 0.2 0,2 0,2 16,7 16,0 171
Oxitetraciclina 16 16 0 2 0 Abaixo 0 0 0 0 0 0
Dentro 16 15 14 13 11 7
Acima 0 1 1 3 5 8

* - Positivo para Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys e/ou para familia Anaplasmataceae
Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05); CL = capa leucocitaria; DP = desvio padrao
Valores de referéncia: Creatinina = 0,5-1,5mg/dL e Ureia = 15-40mg/dL (BUSH, 2004)
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Com relacdo a creatinina quinase (CK), tendo em vista que esta € um indicador de
lesdo muscular, optou-se por avaliar os resultados desta enzima somente nos animais do
Grupo E, a fim de verificar possiveis alteracbes musculares provenientes da aplicacdo e do
mecanismo de acao da oxitetraciclina de longa ag¢do por via intramuscular. A média entre 0s
animais foram de 95,7+30,2 (pré-tratamento); 154,9+86,4 (dia +7) e de 81,8+21,3 (dia +28).
Aumento significativo so6 foi observado com sete dias ap6s o inicio do tratamento (Tabela 10).

Apesar de ter sido evidenciado um aumento significativo nesse parametro com sete dias
de tratamento, este permaneceu dentro dos valores considerados normais, descartando-se
assim, qualquer sinal de lesdo muscular decorrente da aplicacdo de oxitetraciclina de longa
acéo.

Tabela 10. Média dos valores da concentracdo sérica da creatinina quinase dos animais
tratados com oxitetraciclina, correlacionados aos resultados da PCR e do exame da capa
leucocitéria, antes e depois do tratamento.

NUmero N° Animais N° Animais Creatinina Quinase (CK)
Grupo de (+) PCR* (+)CL Valores (U/L)
animais Antes Depois Antes Depois pré dia+7  dia+28

Média 95,74 154,9 81,8°
DP 30,2 86,4 21,3

Oxitetraciclina 16 16 0 2 0 Abaixo 0 0 0
Dentro 16 16 15
Acima 0 0 0

* - Positivo para Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys e/ou para familia Anaplasmataceae
Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p>0,05)
CL = capa leucocitéria; DP = desvio padréo;

Valores de referéncia: CK= 0-460 U/L (KIRK; BONAGURA, 1992)
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4.3 Eficacia dos Tratamentos

Quando avaliamos os resultados das PCR tem que se ressaltar que a avaliacdo para 0s
grupos tratados com azitromicina, enrofloxacino e dipropionato de imidocarb foram
realizadas com sete dias apos o inicio do tratamento, no entanto dois animais no Grupo A, um
animal no Grupo B e dois animais no Grupo C, os quais eram positivos para E. canis antes do
tratamento, apresentaram resultados negativos apds 0os mesmos. Tais resultados sugerem
algum nivel de eficacia na utilizacdo desses protocolos terapéuticos, no entanto, apenas uma
pequena parcela de animais respondeu ao tratamento. Apesar disso, fica a divida se um
periodo mais longo na administracdo de tais fArmacos poderia levar ao sucesso na eliminagdo
de E. canis. Ressalta-se ainda que um farmaco que demora mais de uma semana para
apresentar efeitos quanto a melhora clinica e laboratorial dos animais, ndo tem boa aceitacao
junto aos veterinarios e proprietario.

Outro fator que pode ser atribuido a esses resultados € o fato de que o parasito, frente a
uma concentracdo plasmatica elevada de um farmaco, pode sair da circulacdo sanguinea se
albergando em &rgdos como baco ou medula 6ssea como proposto por alguns autores
(HARRUS et al., 2008c). Por esse motivo, Harrus e colaboradores (2008c) propuseram que
para uma completa avaliacdo do animal, deve ser incluido no diagndstico, PCR de amostras
de aspirado esplénico e de medula déssea. Neste estudo, todas as PCR realizadas foram
baseadas em amostras de sangue periférico.

Para o autor, a proposta de coleta de amostras de outros 6rgaos do paciente, com certeza
aumentaria as possibilidades de diagndstico. No entanto, entende-se que esta seria uma
avaliacdo experimental, tendo em vista as dificuldades de implementacéo dessa rotina no dia a
dia do clinico veterinario.

Outro fato é que esta metodologia também ndo é totalmente eficaz, tendo em vista que
Harrus e colaboradores (2008b), ndo detectaram DNA em tecido esplénico nem na medula
6ssea do animal, enquanto 0 mesmo apresentava-se positivo para E. canis em sangue
periférico.

Com relacéo aos grupos tratados com doxiciclina e oxitetraciclina de longa acéo, todos
0s animais tiveram resultados das PCR negativos para a presenca de E. canis ou mesmo para
membros da Familia Anaplasmataceae apds 28 dias de tratamento, demonstrando a eficacia
dos mesmos. Este fato foi reforcado quando correlacionamos os achados da PCR com os
hematoldgicos, no qual todos os parametros associados a erliquiose monocitica canina
voltaram aos valores normais, principalmente as plaquetas que sdao um indicativo importante
da recuperacdo do animal (HARRUS et al., 1998b). Portanto, ficou comprovada a eficacia da
doxiciclina, corroborando outros autores (NEER et al., 2002; SCHAEFER et al., 2008),
apesar de Harrus e colaboradores (1998b) sugerirem que a doxiciclina (10mg/kg VO SID 6
semanas) pode ndo ser suficiente em eliminar E. canis. No presente trabalho foi utilizado
doxiciclina na dosagem de 20mg/kg (VO SID) por 28 dias. A escolha por esse regime foi
porque no Brasil, utiliza-se amplamente o regime de 10mg/kg (VO BID), portanto optou-se
por utilizar o dobro da dose em uma Unica administracdo visando facilitar 0 manejo. Também
ficou comprovada a eficacia da oxitetraciclina de longa acdo, corroborando Ogunkoya e
colaboradores (1985). Entretanto, os referidos autores utilizaram a oxitetraciclina LA em
intervalos de quatro dias e no presente trabalho o intervalo foi de sete dias, reduzindo a
frequéncia de aplicacdes e minimizando o estresse do animal.

Apesar de alguns autores relatarem eficacia do dipoprionato de imidocarb (SAINZ et
al., 2000; NEER et al., 2002), o que pode justificar dois animais deste grupo terem
apresentados resultados negativo na PCR ap6s os sete dias de tratamento, 0s parametros
hematologicos, principalmente o nimero de plaquetas, ndo normalizaram decorridos sete dias
de tratamento, o que em animais tratados com a doxiciclina (terapéutica de escolha)
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normalmente é observado em 24 a 48 horas (NEER et al., 2002). Se compararmos com 0
Grupo D (doxiciclina), quase todos os animais ja apresentavam valores hematoldgicos dentro
da normalidade apoOs sete dias de tratamento. Apesar de Sainz e colaboradores (2000)
relatarem demora no retorno dos parametros hematolégicos em animais tratados com o
dipropionato de imidocarb quando comparados com animais tratados com doxiciclina, optou-
se pela intervencéo imediata temendo a satde dos animais. Até mesmo porque 0s dois animais
que vieram a Obito durante o experimento, ndo apresentavam manifestacdes clinicas
significativas, somente valores hematoldgicos reduzidos, assim como 0s demais animais.

N&o foi possivel estabelecer com precisdo em que fase da doenca o0s animais se
encontravam, principalmente devido a falta de manifestagbes clinicas compativeis e 0s
achados laboratoriais variados.

Os achados observados no presente estudo demonstram a eficicia dos protocolos
empregados, doxiciclina na dose de 20mg/Kg (VO SID 28 dias) e oxitetraciclina LA
10mg/Kg (IM) em intervalos de sete dias por 28 dias, na remissdo da doenga. Portanto,
abrem-se novas perspectivas, com protocolos terapéuticos mais praticos, para a utilizacdo em
canis onde existem elevados niveis de desafio ambiental frente ao carrapato R. sanguineus e
consequentemente também E. canis.
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5 CONCLUSOES

O enrofloxacino, o dipropionato de imidocarb e a azitromicina ndo apresentaram uma
resposta terapéutica adequada quando comparados com a doxiciclina e a oxitetraciclina.

O enrofloxacino, o dipropionato de imidocarb e a azitromicina foram consideradas
ineficazes no tratamento da erliquiose monocitica canina.

A doxiciclina na dose de 20 mg/kg administrada por via oral, uma Unica vez ao dia por
28 dias foi eficaz no tratamento da erliquiose monocitica canina.

A oxitetraciclina na dose de 20 mg/kg IM em quatro aplicacGes com intervalo de sete
dias por 28 dias foi eficaz no tratamento da erliquiose monocitica canina.
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7 ANEXOS

ANEXO A. Tampao para Eletroforese TAE (10X)

Reagentes

48,49 de TRIS base tris(hidroximetil)aminometano;
11,4mL de acido acético glacial (17.4 M);
3,79 de solucdo de EDTA dissadico;

Agua destilada;
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ANEXO B. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo A (azitromicina), antes do tratamento

Grupo A (Azitromicina) - Pré-Tratamento (Dia - 3)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
409813 6000 3.51 76 224 638 217 339 2000 46 33 18 104 3 1.2 88
044269 6600 4.34 102 317 73.0 235 322 12000 136 36 21 140 2 0.6 22
035582 5200 4.82 94 304 631 195 309 15000 91 37 22 173 1 0.6 20
080625 3300 5.76 116 361 627 201 321 12000 69 30 16 71 0 0.6 30
044364 8300 6.42 126 407 634 196 31.0 30000 92 28 21 239 2 0.6 27
035710 7700 5.47 11.0 345 631 201 319 30000 82 17 26 226 2 0.6 21
044170 8600 5.97 121 372 623 203 325 86000 142 39 27 274 3 0.6 31
298497 6900 5.83 117 358 614 201 327 77000 48 21 20 129 2 0.6 29
044103 4300 5.42 113 352 649 208 321 29000 97 46 23 145 1 0.8 32
044210 8800 6.04 124 378 626 205 328 161000 87 27 17 168 1 0.6 28
035811 9900 5.65 118 355 628 209 332 136000 45 26 21 88 2 0.7 27
044298 8500 6.96 138 430 618 198 321 153000 142 40 49 1662 4 0.7 32
416929 14700 5.46 115 349 639 211 33.0 149000 52 30 14 140 2 0.6 28
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ANEXO C. Resultado dos parametros hematologicos dos animais do Grupo A (azitromicina), apos sete dias de tratamento

Grupo A (Azitromicina) - Pés-Tratamento (Dia + 7)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
409813 5800 3,87 84 245 633 21,7 343 41000 42 71 27 * 1,2 2 104
044269 4500 5,31 111 346 652 209 321 4000 157 33 21 * 0,6 3 29
035582 5300 5,44 10,7 346 636 19,7 309 27000 83 28 20 116 0,6 0 31
080625 5600 5,66 11,1 343 606 196 32,4 49000 68 28 15 66 0,6 2 28
044364 13000 6,19 125 39,0 630 202 32,1 172000 62 29 20 218 0,6 1 27
035710 5900 5,54 112 353 637 202 317 13000 108 23 23 128 0,7 1 34
044170 11700 7,07 143 436 61,7 20,2 32,8 227000 151 60 28 227 0,6 5 37
208497 8300 5,80 115 358 61,7 198 32,1 90000 66 24 19 75 0,6 2 27
044103 10000 6,29 128 39,8 633 20,3 322 331000 74 37 22 * 0,6 2 30
044210 8000 6,76 141 422 624 209 334 274000 105 43 22 181 0,6 4 29
035811 10100 5,86 121 370 631 206 32,7 108000 44 27 21 * 0,6 2 33
044298 6800 7,25 142 444 612 196 32,0 151000 155 34 26 480 0,6 3 36
416929 13300 5,71 119 369 646 208 32,3 113000 52 33 19 110 0,6 1 24

* Amostra perdida
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ANEXO D. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo B (enrofloxacino), antes do tratamento

Grupo B (Enrofloxacino) - Pré-Tratamento (Dia - 3)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
274848 4500 4,23 88 27,8 657 208 31,7 1000 50 73 22 89 3 0,7 27
415434 9800 4,68 98 31,1 66,5 209 31,5 12000 37 24 17 158 2 0,6 33
028106 7900 713 145 442 62,0 203 32,8 34000 41 34 14 70 2 0,8 38
044309 6800 6,57 129 40,3 61,3 19,6 32,0 49000 64 38 21 107 3 0,6 24
393540 4900 3,55 72 220 620 203 32,7 44000 23 26 12 85 0 1,4 115
247112 7400 557 115 349 627 206 33,0 79000 49 40 20 85 4 0,7 35
035762 4200 6,72 13,7 429 638 204 31,9 58000 76 32 18 95 3 0,8 62
251534 7200 562 11,3 352 626 20,1 32,1 12000 81 43 15 72 2 0,8 46
300020 4200 596 126 382 64,1 21,1 33,0 158000 64 11 14 91 2 0,7 36
281310 14500 486 104 333 685 214 31,2 83000 53 58 16 81 2 0,7 36
261090 6600 536 11,3 356 664 21,1 31,7 88000 519 447 70 241 11 0,7 25
411429 8400 4,52 93 286 633 206 32,5 31000 51 26 17 76 2 1 52
044422 5400 6,42 132 40,3 62,8 20,6 32,8 42000 94 20 20 186 3 0,6 27
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ANEXO E. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo B (enrofloxacino), apds sete dias de tratamento

Grupo B (Enrofloxacino) - P6s-Tratamento (Dia + 7)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
274848 3100 4,82 10,0 312 64,7 207 321 14000 38 65 22 98 2 0,7 38
415434 2500 4,99 104 32,3 64,7 208 322 17000 63 26 17 122 1 0,5 28
028106 7900 8,20 16,4 49,1 59,9 20,0 334 281000 48 43 18 66 3 0,7 35
044309 6500 7,27 146 43,7 60,1 20,1 334 245000 85 38 19 109 3 0,6 37
393540 4200 3,22 71 214 665 220 3372 22000 36 23 17 89 0 0,9 96
247112 7700 5,80 121 365 629 209 332 82000 51 26 18 89 1 0,7 40
035762 3700 7,00 145 451 644 20,7 322 38000 69 69 29 108 1 0,7 58
251534 9300 5,56 117 361 649 210 324 20000 74 37 18 85 1 0,6 25
300020 5000 6,36 132 40,2 632 208 32,8 152000 69 14 18 84 0 0,6 28
281310 6500 5,45 11,4 372 683 209 30,6 102000 52 61 20 124 2 0,6 41
261090 7900 5,56 11,7 368 662 21,0 31,8 163000 337 549 78 131 9 0,6 25
411429 6400 5,64 118 361 640 209 32,7 148000 55 29 16 79 0 0,6 30
044422 8500 7,93 16,3 49,4 623 206 33,0 239000 64 17 20 124 0 0,5 19
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ANEXO F. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo c (dipropionato de imidocarb), antes do tratamento

Grupo C (Dipropionato de Imidocarb) - Pré-Tratamento (Dia - 3)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
389049 6500 4,65 97 306 658 209 31,7 11000 55 47 26 67 2 0,7 38
419842 10600 3,99 82 26,0 652 206 31,5 5000 57 25 21 85 1 1 40
258090 5500 4,16 88 285 685 2172 30,9 13000 74 28 15 162 1 0,7 29
261153 6400 516 10,7 333 645 207 32,1 16000 58 43 20 88 1 0,7 45
291310 10500 5093 125 382 644 211 32,7 82000 62 28 13 81 2 0,6 25
417245 7800 565 118 36,0 63,7 20,9 32,8 37000 64 34 19 118 2 0,7 27
414249 9800 536 11,8 36,3 67,7 22 32,5 80000 50 46 18 148 2 0,8 23
397470 6900 518 105 326 629 20,3 32,2 64000 55 46 23 147 1 0,9 44
419834 8100 569 119 355 624 209 33,5 114000 42 46 14 60 3 0,6 32
267388 14100 538 10,8 339 630 20,1 31,9 138000 44 62 23 82 2 0,7 34
290901 9400 3,97 81 253 63,7 204 32,0 45000 77 49 23 69 4 1,2 125
260688 6400 563 125 373 663 222 33,5 116000 79 30 23 220 1 0,6 42
415998 8000 599 118 356 59,4 197 33,1 154000 76 134 17 110 3 0,7 30




ANEXO G. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo C (dipropionato de imidocarb), apds sete dias de tratamento

Grupo C (Dipropionato de Imidocarb) - Pés-Tratamento (Dia + 7)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM IIDIaq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
389049 9700 5,25 109 338 644 208 322 27000 60 60 25 115 1 0,6 35
419842™
258090 8500 5,90 126 383 649 214 329 208000 60 22 16 90 2 0,6 44
261153 5400 5,52 11,8 36,3 658 214 325 61000 59 44 23 126 0 0,7 45
291310 10900 5,94 126 380 640 21,2 332 125000 102 32 22 88 0 0,6 39
417245 9000 5,35 11,2 353 66,0 209 317 64000 66 23 15 70 2 0,5 27
414249 11900 574 127 381 664 221 333 73000 71 34 28 192 1 0,7 32
397470 5800 6,19 126 384 620 204 328 68000 63 56 31 149 1 0,8 48
419834 9200 6,25 133 399 638 21,3 333 127000 34 27 16 66 3 0,7 42
267388 16500 571 11,4 357 625 20,0 31,9 154000 38 50 21 107 1 0,6 41
290901"
260688 6200 5,36 11,8 366 683 220 322 113000 95 31 18 106 1 0,5 34
415998 9200 5,08 10,1 316 622 199 32,0 168000 64 24 17 70 2 0,6 32
** Obito
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ANEXO H. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo D (doxiciclina), antes do tratamento

Grupo D (Doxiciclina) - Pré-Tratamento (Dia - 3)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
035700 6900 4,50 91 303 67,3 20,2 30,0 152000 129 45 26 255 2 0,6 17
020412 2900 5,04 108 34,1 67,7 214 317 29000 72 20 15 93 2 0,6 24
044482 5400 5,47 112 352 644 205 318 15000 135 62 14 72 3 0,6 23
044066 9100 6,34 136 42,0 662 215 32,4 49000 133 48 21 131 2 0,5 36
035514 12000 5,82 128 393 675 220 326 60000 97 26 22 301 3 0,8 39
044319 8800 7,01 136 418 596 194 325 54000 112 16 13 75 3 0,9 36
390944 8800 3,81 86 262 688 226 328 70000 63 27 20 152 1 0,8 31
414618 9100 4,62 96 30,0 649 208 32,0 89000 16 17 19 93 2 1 84
421754 13300 6,56 131 394 60,1 20,0 332 119000 54 26 20 100 2 0,9 71
044083 4100 4,52 99 306 67,7 21,9 324 16000 110 30 13 90 3 0,8 21
281410 5200 5,27 11,7 365 693 222 321 47000 114 48 17 120 2 0,5 24
044279 4700 4,96 109 352 71,0 22,0 31,0 57000 74 23 14 114 1 0,5 23
035700 6900 4,50 91 303 67,3 20,2 30,0 152000 107 38 23 178 2 0,5 32
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ANEXO I. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo D (doxiciclina), apos sete dias de tratamento

Grupo D (Doxiciclina) - P6s-Tratamento (Dia + 7)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia

(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
035700 14000 3,71 76 244 658 205 31,1 212000 93 53 26 * 3 0,6 30
020412 6200 580 12,1 38,0 655 20,9 31,8 319000 90 23 24 * 1 0,6 49
044482 9400 6,43 129 405 63,0 20,1 31,9 364000 78 35 16 76 2 0,5 22
044066 13700 6,65 143 444 668 215 32,2 193000 98 37 2 * 2 0,6 29
035514 10100 6,54 143 423 63,7 219 33,8 311000 85 38 23 * 2 0,6 42
044319 12600 742 145 454 612 195 31,9 278000 86 29 22 116 4 0,7 47
390944 10600 439 100 31,3 71,3 228 31,9 327000 55 25 17 * 1 0,7 30
414618 10000 4,15 88 278 67,0 2172 31,7 133000 17 15 19 71 0 1,8 134
421754 11000 539 110 339 629 204 32,4 230000 43 25 19 97 1 0,6 45
044083 11700 6,45 136 414 642 21,1 32,9 364000 77 22 13 70 3 0,6 28
281410 6300 6,40 144 447 698 225 32,2 128000 131 47 21~ 3 0,6 30
044279 9600 6,13 133 41,7 68,0 217 31,9 289000 53 22 14 * 1 0,6 23
035700 14000 3,71 76 244 658 205 31,1 212000 106 38 26 232 1 0,6 48

* Amostra perdida
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ANEXO J. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo D (doxiciclina), ap6s 28 dias de tratamento

Grupo D (Doxiciclina) - P6s-Tratamento (Dia + 28)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
035700 11500 5,71 11,4 358 62,7 20,0 31,8 402000 98 42 23 287 3 0,8 30
020412 7900 6,40 133 40,8 638 208 32,6 381000 73 21 19 179 2 1,0 39
044482 8400 7,04 138 43,1 612 196 32,0 323000 78 34 16 116 1 0,8 20
044066 11600 6,64 142 438 66,0 21,4 324 249000 80 38 23 244 0 0,8 38
035514 6100 6,75 153 46,4 68,7 22,7 33,0 120000 85 81 23 199 3 0,9 41
044319 17700 7,28 148 447 614 20,3 33,1 303000 60 26 17 101 4 0,9 28
390944 9200 4,03 94 286 71,0 233 329 195000 66 47 24 181 3 0,9 28
414618 7400 5,36 11,3 350 653 21,1 323 198000 35 25 20 100 0 0,9 63
421754 12400 5,99 125 382 638 209 32,7 268000 54 32 21 261 2 0,7 36
044083 16900 5,61 119 356 635 21,2 334 319000 82 39 13 160 0 1,0 42
281410 6100 6,75 153 46,4 68,7 22,7 33,0 120000 117 44 20 202 4 0,9 30
044279 10600 6,10 131 40,3 66,1 215 325 226000 56 23 13 97 1 0,8 25
035700 11500 5,71 114 358 62,7 20,0 31,8 402000 96 35 22 242 1 0,9 39
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ANEXO K. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo E (oxitetraciclina LA), antes do tratamento

Grupo E (Oxitetraciclina LA) - Pré-Tratamento (Dia - 3)

Animal Leuc. I—ge Hb Ht VCM HCM CHCM f’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
035582 4800 5,01 99 31,8 635 198 31,1 25000 82 27 22 177 1 0,7 35
080625 7300 65 12,7 389 598 195 32,6 67000 85 30 21 93 0 0,7 32
035710 7300 576 114 36,2 628 198 31,5 56000 98 24 25 102 1 0,8 30
274848 3700 496 10,3 31,8 64,1 208 32,4 12000 34 65 25 86 2 0,7 26
415434 2800 487 102 315 64,7 209 32,4 23000 62 25 21 116 0 0,6 26
393540 3500 3,54 74 23,0 650 209 32,2 23000 35 20 11 72 1 1,3 95
035762 5300 708 148 456 644 209 32,5 60000 67 48 24 92 1 0,7 49
251534 11300 536 11,2 34,7 647 209 32,3 47000 73 38 16 122 0 0,5 23
389049 4400 3,20 6,7 20,9 653 209 32,1 18000 77 47 22 97 0 0,6 37
261153 6000 598 125 395 661 20,9 31,6 65000 63 35 22 120 1 0,7 43
291310 11700 596 128 383 64,3 215 33,4 88000 73 30 15 55 2 0,6 36
417245 9800 569 120 374 657 211 32,1 61000 64 25 14 51 2 0,8 22
414249 12900 536 11,9 352 657 222 33,8 75000 69 34 22 122 1 0,7 27
397470 5300 550 112 340 618 204 32,9 46000 53 42 20 74 1 0,8 40
260688 6300 6,01 135 405 674 225 33,3 56000 85 30 21 93 0 0,7 35
415998 9800 510 10,3 318 624 202 32,4 44000 63 35 22 120 1 0,7 28
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ANEXO L. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo E (oxitetraciclina LA), apos sete dias de tratamento

Grupo E (Oxitetraciclina LA) - Pés-Tratamento (Dia + 7)

Animal Leuc. I—ée Hb Ht VCM HCM CHCM If’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
035582 12000 5,38 105 338 628 195 31,1 196000 84 36 30 186 2 0,8 36
080625 9400 6,00 115 357 595 19,2 322 478000 104 29 19 100 1 0,8 32
035710 9900 5,92 11,8 371 62,7 199 31,8 369000 134 25 47 398 0 1,0 31
274848 5000 4,98 102 31,7 63,7 205 322 309000 64 44 20 85 2 0,9 31
415434 8100 5,91 120 385 651 20,3 31,2 155000 56 28 22 169 1 0,8 34
393540 6400 3,84 81 245 638 21,1 331 319000 52 18 12 90 2 1,7 92
035762 6400 6,65 138 425 639 208 325 193000 93 51 24 152 1 0,9 55
251534 12600 6,00 122 373 622 203 32,7 258000 101 38 17 87 1 0,8 26
389049 10600 4,93 10,3 31,9 647 209 32,3 98000 110 158 27 305 2 0,7 35
261153 5800 5,60 11,7 365 652 209 32,1 246000 82 45 21 76 2 0,9 34
291310 12100 5,96 125 383 643 21,0 32,6 239000 134 33 23 183 2 0,7 34
417245 11300 6,04 127 393 651 21,0 323 133000 80 31 23 195 1 0,9 24
414249 11600 5,14 112 346 67,3 21,8 32,4 195000 90 27 21 144 1 1,0 33
397470 6800 5,93 121 371 626 204 326 242000 103 55 29 150 1 1,0 47
260688 9000 5,58 122 377 67,6 219 324 242000 131 25 19 76 1 0,9 44
415998 11500 5,20 108 325 625 208 332 323000 96 20 2 83 1 0,9 35




ANEXO M. Resultado dos parametros hematoldgicos dos animais do Grupo E (oxitetraciclina LA), apés 28 dias de tratamento

Grupo E (Oxitetraciclina LA) - Pds-Tratamento (Dia + 28)

Animal Leuc. I—ge Hb Ht VCM HCM CHCM f’laq. Fosfat_ase ALT AST CK GGT Creatinina Ureia
(/fuL)  (x10°/uL) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (céls/uL)  Alcalina (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
035582 22100 5,18 106 325 62,7 205 32,6 231000 77 46 19 107 1 0,9 35
080625 16400 6,62 130 39,3 594 196 33,1 464000 103 38 17 52 2 0,9 46
035710 12800 5,86 118 371 633 20,1 31,8 250000 111 18 24 85 3 1,0 35
274848 7200 5,27 10,7 332 630 203 322 257000 49 41 20 108 2 0,9 28
415434 10700 6,36 128 40,8 642 20,1 31,4 184000 * * * * * * *
393540 10100 3,79 81 247 652 21,4 328 282000 41 17 9 46 2 1,8 97
035762 9000 6,88 142 442 642 206 32,1 213000 6 74 22 89 2 11 63
251534 15000 6,12 126 381 623 206 331 211000 96 59 13 70 1 1,2 41
389049 8500 5,02 106 33,0 657 21,1 321 127000 117 602 33 94 3 0,8 42
261153 9600 5,96 123 385 646 206 31,9 287000 93 52 20 86 0 0,8 49
291310 17200 6,12 132 39,7 649 216 332 147000 119 42 19 119 1 1,0 49
417245 12400 5,94 125 386 650 21,0 324 245000 86 47 15 56 2 11 34
414249 12900 5,18 116 349 674 224 332 253000 94 45 19 105 1 1,0 39
397470 7700 6,31 128 389 616 203 329 261000 83 72 23 69 1 1,3 64
260688 9000 6,18 136 416 67,3 22,0 32,7 253000 143 124 18 70 1 0,9 35
415998 12400 5,92 120 368 622 203 32,6 354000 70 113 19 72 3 1,0 30

* Amostra perdida
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