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RESUMO

A erliquiose ¢ uma doenca riquetsial infecciosa de alta incidéncia na rotina clinica de pequenos
animais. E causada por uma bactéria gram negativa parasita celular intracelular obrigatorio.
Devido a sua relevancia na rotina clinica, ¢ importante o conhecimento das alteragdes clinicas
e laboratoriais. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes de hemograma, bioquimico
sérico e proteinograma de animais idosos positivos para Ehrlichia canis. Foram selecionados
25 caes acima de 8 anos. Destes, 10 caes saudaveis e negativos para Ehrlichia canis foram
selecionados para compor o grupo controle (G1) e outros 15 caes positivos para Ehrlichia canis,
para compor o grupo infectado (G2). Foi realizado anamnese em cada animal, exame fisico e
coleta de sangue para realizagdo do hemograma, bioquimico sérico, proteinograma e para
realizagdo do teste rapido 4dx Plus (Idexx). As varidveis avaliadas no bioquimico sérico foram:
proteinas totais, albumina, globulinas, ureia, creatinina, colesterol, triglicérides, alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e creatinoquinase (CK). proteinograma
(ceruloplasmina, a-1-antitripsina, transferrina, albumina, IgA e IgG). Os resultados com
alteragoes significativas foram em CHCM, uma diminuicao das plaquetas do G2 comparado ao
G1, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, aumento de IgG, diminuicdo de ceruloplasmina e
aumento de a-1-antitripsina nos animais do G2, e os demais parametros sem alteragao. Conclui-
se que plaquetas, globulinas, IgG, albumina e a-1-antitripsina podem ser avaliadas em pacientes
com suspeita de erliquiose monocitica canina na fase subclinica da doenga como possiveis
biomarcadores.

Palavras-chave: Carrapato; Eletroforese; Esplenomegalia; Hemoparasitose.



ABSTRACT

Ehrlichiosis is an infectious rickettsial disease with a high incidence in the clinical routine of
small animals. It is caused by an obligate intracellular cellular parasite gram negative bacteria.
Due to its clinical routine, it is important to know the clinical and laboratory alterations. The
aim of this study was to evaluate changes in blood count, serum biochemistry and protein count
in animals positive for Ehrlichia canis. 25 dogs over 8§ years old were selected. Of these, 10
animals were selected to compose the control group (G1) and another 15 dogs positive for
Ehrlichia canis, to compose the infected group (G2). Anamnesis was performed on each animal,
physical examination and blood collection for carrying out the complete blood count, serum
biochemistry, proteinogram and for performing the 4dx Plus rapid test (Idexx). The variables
evaluated in serum biochemistry were: total protein, albumin, globulins, urea, creatinine,
cholesterol, triglycerides, alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP) and
creatine kinase (CK). proteinogram (ceruloplasmin, a-1-antitrypsin, transferrin, albumin, IgA
and IgG). The results with alterations were hypoalbuminemia, hyperglobulinemia, increase in
IgG, decrease in ceruloplasmin and increase in a-1-antitrypsin in animals from G2, and the
other parameters remained unchanged. It is concluded that globulins, IgG, albumin and a-1-
antitrypsin can be evaluated in patients with suspected canine monocytic ehrlichiosis in the
subclinical phase of the disease as possible biomarkers.

Key words: Electrophoresis; Hemoparasitosis; Splenomegaly; Tick.
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1 INTRODUCAO

A erliquiose ¢ uma doenca infecciosa de alta incidéncia na rotina clinica, causada por uma
bactéria Gram negativa, a Ehrlichia canis, parasita intracelular obrigatorio, pertencente a ordem
Rickettsiales, da familia Anasplasmataceae (GREENE, 2012). E uma bactéria caracterizada pela
reducdo de elementos sanguineos, podendo ser vistas em vacuolos no citoplasma (PESAPANE et al.,
2019). E considerada uma doenga tropical, entretanto no Brasil esta distribuida na maioria das regides
do pais (GARCIA et al., 2018).

A transmissao da doenga ocorre através do vetor Rhipicephalus sanguineus, conhecido
como carrapato marrom (MATHIAS et al., 2020). O artropode tem facil adaptagdo, por isso
apresenta distribui¢do mundial, pois se adapta em diversos climas e regides (MORENO et al.,
2019).

A doencga pode ocorrer em trés fases distintas: aguda, subclinica e cronica, sendo a fase
subclinica a mais desafiadora pois ¢ uma fase onde o animal ndo costuma apresentar sintomas
(PEIXOTO, 2019). A sintomatologia ¢ inespecifica, o que dificulta o diagnostico, os sintomas mais
comuns sdo perda de peso, diminuicdo de apetite, febre, anorexia, pirexia, epistaxe e hemorragia
(MAIA; TELES; FURTADO, 2020).

Os achados laboratoriais encontrados com maior frequéncia sdo trombocitopenia, anemia e
leucopenia, principalmente na fase aguda. As hemorragias sdo comuns devido a decorréncia da
destruicao de plaqueta (KOMNENOU et al., 2007; GALANT, 2010).

As proteinas de fase aguda e imunoglobulinas, fazem parte da primeira reagdo da imunidade
inata, precedendo a imunidade especifica, causada por diversos fatores. No caso das infeccdes
bacterianas, ocorre uma resposta mais intensa das proteinas de fase aguda se comparada a infecgdes
virais, isso ocorre devido a forte reacdo das células do sistema fagocitario mononuclear a endotoxinas.
No caso da E. canis, nos cées, a analise protedmica poderia elucidar as alteragdes de biomarcadores
associadas a biomarcadores, podendo ter um melhor entendimento da fisiopatogenia da doenga
(ESCRIBANO et al., 2017).

A ultrassonografia ¢ um exame que auxilia no diagnostico de patologias. Com a
utilizacao do ultrassom na rotina clinica as chances sao maiores de tratar patologias iniciais que
muitas vezes ndo sao possiveis de se encontrar somente com exames fisicos e hematoldgicos.
Se tratando de animais idosos, o uso do ultrassom se faz ainda mais importante, sabendo que
caes idosos possuem uma menor eficiéncia de resposta imunolégica. Possibilitando que o
clinico consiga atuar com exames preventivos antes que o animal fique em estado de doenca

avancado (CASTIGLONI et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracdes hematologicas e do perfil bioquimico sérico e proteinograma
sérico, incluindo proteinas da fase aguda e imunoglobulinas, em caes senis (acima de 8 anos)

assintomaticos diagnosticados com Ehrlichia canis.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as alteragdes hematologicas de cdes senis diagnosticados com erliquiose,

com o intuito de encontrar possiveis biomarcadores para a doenca na fase subclinica.

e Auvaliar as alteragdes no perfil bioquimico sérico de caes senis com diagnosticados
com erliquiose, com o intuito de encontrar possiveis biomarcadores para a doenga

na fase subclinica.

e Avaliar as alteragdes no proteinograma sérico, incluindo proteinas da fase aguda e
imunoglobulinas, de caes senis diagnosticados com erliquiose, com o intuito de

encontrar possiveis biomarcadores para a doenga na fase subclinica.

e Avaliar, em caes senis com diagnosticados com erliquiose, possiveis alteracdes

ultrassonograficas que podem ser utilizadas como indicadores de erliquiose.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ETIOLOGIA

A erliquiose ¢ uma doenga infecciosa de alta incidéncia na rotina clinica, causada por
uma bactéria Gram negativa, a Ehrlichia canis, parasita intracelular obrigatorio, pertencente a
ordem Rickettsiales, da familia Anasplasmataceae (GREENE, 2012). E uma bactéria
caracterizada pela reducdo de elementos sanguineos, podendo ser vistas em vacuolos no
citoplasma (PESAPANE et al., 2019). E considerada uma doenga tropical, entretanto no Brasil
esta distribuida na maioria das regides do pais (GARCIA et al., 2018).

Segundo Sa ef al. (2018) a erliquiose canina ¢ uma doenca endémica, cuja incidéncia
tem aumentado significativamente, sendo encontrada na maioria das regides do Brasil,
principalmente em &reas urbanas. O primeiro caso registrado ocorreu na cidade de Belo
Horizonte- MG e foi citado por Costa et al. (1973). Trata-se de uma doenga que pode ocorrer
durante todo o ano, mas com maior incidéncia em €épocas mais quentes, devido ao aumento da

proliferagdo do carrapato (ALMAZAN, 2018).

3.2 TRANSMISSAO

A transmissdo da doenga ocorre através do vetor Rhipicephalus sanguineus, conhecido
como carrapato marrom (MATHIAS et al., 2020). O artrépode tem facil adaptagdo, por isso
apresenta distribui¢do mundial, pois se adapta em diversos climas e regides (MORENO et al.,
2019). Através do repasto sanguineo em cao infectado, o vetor contamina-se ingerindo
leucoécitos infectados pela Ehrlichia canis. O carrapato agora infectado, realiza a hematofagia
em cao saudavel, inoculando junto a saliva o agente. Por até 155 dias, o vetor pode transmitir a

doenga apds deixar o hospedeiro (SANTOS, 2020).

3.3 PATOGENIA DA DOENCA

Apds a inoculacdo do agente pelo carrapato, a bactéria penetra nas células
mononucleares sob a forma de corpusculos elementares através de fagocitose, sendo que essa
primeira fase se desenvolve por volta de 2 dias. Na segunda fase, que dura de 3 a 5 dias, ocorre
a multiplicagdo do agente por divisao bindria e a formagao de um corpusculo inicial. Na terceira

fase ocorre a produgdo de morulas, cada morula contém varios corpos elementares que sdo
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liberados apds o rompimento da célula, e assim inicia um novo ciclo, infectando outras células.
Estas morulas geralmente sdo encontradas na fase aguda da doenga, em pequeno nimero e curto
tempo (McDADE, 1990; ISOLA; CADIOLI; NAKAGE, 2012).

O periodo de incubagdo varia de 8 a 20 dias, posteriormente o agente ird se multiplicar
nos orgaos do sistema mononuclear fagocitico: bago, linfonodos e figado. Inicialmente, na fase
aguda da doenga, a multiplicacdo das bactérias dentro das células mononucleares ird
desencadear uma linfadenomegalia e uma hiperplasia linforreticular do bagco e figado. As
células infectadas sdo carreadas através do sangue, para 6rgaos como rins, pulmoes e meninges,

afetando o tecido do endotélio vascular, estimulando uma vasculite (SOUSA et al., 2021).

3.4 FASES DA DOENCA

A doenga pode ocorrer em trés fases distintas: aguda, subclinica e cronica, sendo a fase
subclinica a mais desafiadora pois ¢ uma fase onde o animal ndo costuma apresentar sintomas
(PEIXOTO, 2019). A sintomatologia ¢ inespecifica, o que dificulta o diagndstico, os sintomas
mais comuns sdo perda de peso, diminui¢do de apetite, febre, anorexia, pirexia, epistaxe e
hemorragia (MAIA; TELES; FURTADO, 2020). Esplenomegalia e linfadenomegalia também
podem ser encontradas, devido a replicacdo leucocitaria nestes o6rgaos, além disso, petéquias e

equimoses na pele podem ocorrer devido a trombocitopenia e vasculite (SANTOS, 2020).

3.5 FASE AGUDA

No inicio da fase aguda, que tem duragdo média de duas a quatro semanas, ocorre a
multiplicagdo de corpusculos intracitoplasmaticos nas células mononucleares. Estes
corpusculos, quando ficam maduros na forma de morula, rompem as células mononucleares
parasitadas e posteriormente procuram outras células para parasitarem, o que acaba
sobrecarregando o sistema fagocitario causando hiperplasia das células afetadas, resultando em
linfadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia. Os achados em exames hematologicos
comuns nesta fase sao: anemia, leucopenia e trombocitopenia (SANTOS, 2020).

Animais imunocompetentes, apds a fase aguda, conseguem eliminar o agente sem
progredir para fase cronica ou entdo se estabelecem na fase subclinica, ndo apresentando
sintomalogia, porém permanecem infectados pelo agente, principalmente o bago, podendo
perdurar de meses a anos (MENESES et al., 2008). O prognostico desta fase ¢ favoravel, pois

com a utilizagdo da terapéutica correta para o caso, ¢ possivel observar melhora clinica do



17

paciente em pouco tempo (HARRUS; BARK; WANER, 1997).

3.6 FASE SUBCLINICA

Na fase subclinica as alteragdes costumam ser mais discretas, tutores muitas vezes
podem ndo perceber o inicio da doenca. Podem ocorrer alteragdes hematoldgicas leves,
podendo perdurar anos e nao apresentar sintomatologia. Quando ocorrem sintomas, podem ser
discretos e imperceptiveis. Nesta fase pode ocorrer ainda a persisténcia variavel de anemia,
leucopenia e trombocitopenia, também de forma discreta. Existem estudos de caes infectados
com Ehrlichia canis que também relatam o aumento de algumas proteinas de fase aguda na fase
subclinica (GARCIA et al., 2018).

Ap0s este periodo o animal pode eliminar o microrganismo ou manifestar sintomas da
doenga novamente, entrando na fase cronica (DAVOUST, 1993; KOMNENOU et al., 2007,
FIGUEIREDO, 2011). Mesmo ndo manifestando sintomas, em alguns casos ¢ possivel que haja
emaciacdo, hiporexia e letargia (SANTOS, 2020). Na fase subclinica o prognoéstico € variavel

devido a condi¢ao imunologica do animal, bem como a evolu¢ao (ALVES; SILVA, 2018).

3.7 FASE CRONICA

Caes imunocomprometidos, com baixa eficiéncia na resposta imunoldgica, podem
progredir para a fase cronica (NASCIMENTO; RIBEIRO; BEZERRA, 2021) Na fase cronica,
o sistema imune tem dificuldade em eliminar o agente. As alteracdes hematoldgicas sdo
similares a fase aguda, ¢ comum a reagudizacdo dos sintomas, podendo ocorrer hipoplasia e
pancitopenia, € o prognostico pode ser de reservado a ruim, devido a dificuldade de resposta,
podendo o animal ir a 6bito (GALANT, 2010; SOUSA et al., 2010). O progndstico € reservado,
pois o sistema imune pode ter dificuldade em responder devido as alteragdes multissistémicas

(PEIXOTO, 2019).

3.8 ACHADOS LABORATORIAIS

Os achados laboratoriais encontrados com maior frequéncia sdo trombocitopenia,
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anemia e leucopenia, principalmente na fase aguda. As hemorragias sdo comuns devido a
decorréncia da destrui¢ao de plaqueta (KOMNENOU et al., 2007; GALANT, 2010). A anemia
causada pela erliquiose estd associada a diminui¢ao da eritropoiese da medula dssea ¢ a lise
celular. A trombocitopenia ocorre devido a destruicdo das plaquetas e sequestro das plaquetas
pelo bago (GAUNT et al., 2010). Outras observagdes em exames bioquimicos podem incluir
hipoalbuminemia, hiperglobulinemia, e aumento das atividades séricas de alanina amino
transferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) (HARRUS; WANER; NEER, 2012). Pode ocorrer
uma trombocitopenia branda na fase subclinica, mesmo que o animal ndo apresente sintomas
(HARRUS et al., 1997).

O aumento das globulinas ¢ um achado comum em animais infectados com erliquiose,
além de alteragdes imunologicas e bioquimicas (MEYER; HARVEY, 2004). Ademais, estas
alteragcdes podem levar a consequéncias como a infiltragdo de plasmocitos em 6rgaos, ativando
a resposta humoral podendo causar a deposi¢ao de imunoglobulinas nos rins (PEIXOTO, 2019).

De acordo com Codner, Roberts e Ainsworth (1985) e Kuehn e Gaunt (1985) proteinas
séricas podem estar aumentadas em 50 a 75% dos cdes positivos para E. canis. Este aumento
nas globulinas beta e gama sao caracterizados como hiperglobulinemia. Esta hiperglobulinemia
pode ocorrer em todas as fases da eliquiose canina, e este aumento pode levar a hiperviscosidade
sérica, podendo causar alteragdes em plaquetas e vasoconstricdo (HARRUS et al., 1998;
GOULD et al., 2000). Devido a este aumento de globulinas, pode ocorrer consequentemente
uma hipoalbuminemia compensatoéria em decorréncia desta elevacdo de viscosidade e

concentracao das globulinas (NASCIMENTO; RIBEIRO; BEZERRA, 2021).

3.9 PROTEINAS DE FASE AGUDA E IMUNOGLOBULINAS

As proteinas de fase aguda sao uma classe de proteinas que podem aumentar ou diminuir
durante a injuria, sdo excelentes biomarcadores de inflamacdes e infecgdes. Estudos tem
evidenciado relevancia para deteccdo e acompanhamento de doengas subclinicas, além disso

pode ser um auxilio para um diagndstico precoce e mais preciso (CRAY, 2012).
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As proteinas de fase aguda e imunoglobulinas, fazem parte da primeira reacdo da
imunidade inata, precedendo a imunidade especifica, causada por diversos fatores. No caso das
infec¢des bacterianas, ocorre uma resposta mais intensa das proteinas de fase aguda se
comparada a infecgdes virais, isso ocorre devido a forte reagao das células do sistema
fagocitario mononuclear a endotoxinas. No caso da E. canis, nos caes, a analise protedmica
poderia elucidar as alteragdes de biomarcadores associadas a biomarcadores, podendo ter um
melhor entendimento da fisiopatogenia da doenga (ESCRIBANO et al., 2017).

A resposta de fase aguda nao ¢ especifica e ndo pode ser usada no diagnostico primario,
entretanto, ¢ uma resposta rapida e sensivel as alteracdes da imunidade, fornecendo indicios de
que existe uma infeccdo. Isso ocorre devido a sensibilidade a biomarcadores que podem ser
detectados antes do animal apresentar sinais clinicos ou alteragdes laboratoriais, portanto sao
considerados biomarcadores precoces de enfermidade (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-
SUBIELA, 2005).

A variagdo da concentrac¢do de proteinas plasmaticas sdo uma das alteracdes causadas
pela resposta de fase aguda (ECKERSALL, 2000). Estas alteragcdes sdo consideradas benéficas
para o animal, porque possuem carater bacteriostatico, ativando o sistema complemento e
realizando a opsoniza¢do de microrganismos (GRUYS; OBWOLO; TOUSSAINT, 1994).
Podem ocorrer outros efeitos sistémicos causados pela resposta de fase aguda, como
leucocitose, febre, aumento de cortisol, diminui¢ao nas concentragdes de tiroxina, zinco e ferro
(CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005).

Durante o processo de uma doenga, as proteinas de fase aguda alteram suas
concentragdes séricas em mais de 25% quando ha uma estimula¢do das citocinas pro-
inflamatorias (ECKERSALL; BELL, 2010). No caso da erliquiose, cerca de 50% a 70% dos
cdes costumam ter variagdes nas concentracdes seroproteicas (CODNER; ROBERTS;
AINSWORTH, 1985).

As principais proteinas de fase aguda descrita em caes sdo a albumina, globulina, pré-
albumina ou transtirretina, transferrina, proteina C reativa, AAG, CP, SAA < globulina e
fobrinogenio. As proteinas de fase aguda negativas diminuiem as concentragdes séricas, como
a albumina, transferrina e proteina de ligacdo ao retinol (RODRIGUES, 2011).

O proteinograma determina os padrdes de expressdo de biomarcadores. Existem
variados tipos de proteinas de fase aguda e diversas fungdes que as mesmas desempenham
(ECKERSALL; BELL, 2010). Este exame se tornou uma ferramenta preciosa, pois determina
os padroes de expressao de biomarcadores (GRUYS et al., 2005; ESCRIBANO et al., 2017).
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3.10 ULTRASSONOGRAFIA

A ultrassonografia ¢ um exame que auxilia no diagnostico de patologias. Com a
utilizacao do ultrassom na rotina clinica as chances sao maiores de tratar patologias iniciais que
muitas vezes ndo sao possiveis de se encontrar somente com exames fisicos e hematoldgicos.
Se tratando de animais idosos, o uso do ultrassom se faz ainda mais importante, sabendo que
caes idosos possuem uma menor eficiéncia de resposta imunologica. Ademais, com o avango
da veterinaria muito se fala em prevengdo, o que tem ganhado cada vez mais conscientizagao
por parte de tutores de animais. Possibilitando que o clinico consiga atuar com exames
preventivos antes que o animal fique em estado de doenca avangado (CASTIGLIONI et al.,
2020).

A esplenomegalia ¢ uma alteragdo que ocorre no bago e pode nao ser percebida sem a
utilizagdo de exames de imagens. Existem varias causas para essa patologia, porém a mais
comum ¢ a erliquiose que pode ocorrer no animal principalmente de forma aguda ou cronica

(NITRINT, 2010).

3.11 DIAGNOSTICO

Existem algumas opg¢des de diagndstico da doenga, entre elas o esfregago sanguineo.
No esfregaco, quando encontradas as moérulas, pode-se concluir o diagndstico. No, entretanto,
¢ mais facil encontrar a morula quando o animal est4 na fase aguda da doenca (NAKAGHI et
al., 2008; GARCIA FILHO et al., 2010). Outras opcdes sdo o teste da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), os testes de sorologia do tipo ELISA e técnica de imunofloresceina indireta,
que detectam os anticorpos contra Ehrlichia canis (HOLANDA et al., 2019). Também sao
utilizados os kits comerciais de diagnostico sorologico, que permitem a avaliacao de anticorpos
para Ehrlichia spp. Estes testes podem ser bons aliados no diagnostico devido a sua rapidez e
baixo custo (LEBARTHE et al., 2003; ALVES et al., 2005). Destes testes, 0o SNAP 4DX, tem
sem mostrado confidvel, sendo capaz de detectar anticorpos de Ehrlichia canis, através da

utilizacao de soro ou plasma (GOLDSTEIN et al., 2014).
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3.12 TRATAMENTO

Segundo Mathias et al. (2020) em animais nas fases aguda e subclinica, o tratamento
costuma ser mais eficiente, a indicagdo ¢ terapia de suporte associado a farmacos

antibacterianos, sendo a doxiciclina um farmaco de eleigao.

3.13 FASE SENIL

Caes de pequeno e médio porte podem ser considerados idosos a partir de sete anos de
vida, j& os cdes de porte grande e gigante sdo considerados idosos a partir de cinco ou seis anos
(BUDE et al., 1992).

Na fase senil ocorrem mudangas progressivas no animal, levando a diminui¢ao da
capacidade dos 6rgdos e da capacidade de resposta imune diante de desafios. Segundo Silva
(2015), fatores como idade do animal, raca, alimentag¢do e doencas concomitantes podem levar
as enfermidades, em geral, a apresentarem quadros mais severos.

Existe hoje um grande aumento de caes senis na rotina clinica, devido a uma maior
conscientizacdo em relacdo a cuidados de pequenos animais. Sendo assim, ¢ importante
encontrar condutas estratégicas preventivas para a deteccdo precoce de doencas, para
consequentemente melhorar o prognéstico (SEOANE, 2010).

Em especifico para a erliquiose, diante da alta incidéncia de casos que chegam a fase
cronica, em especial em animais senis, ¢ importante que se tenha ferramentas eficazes que

possam auxiliar no diagnostico desta doenga ainda na fase subclinica.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa, realizado com animais atendidos no Hospital Veterinario da

UEM, Campus Regional de Umuarama e no consultdrio veterinario Uaugmia, Maringé, Parana,

foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de
Maringéd (UEM), protocolo niimero 1563181022.

4.1 PRE-SELECAO DOS ANIMAIS

Foram selecionados, para o experimento, caes senis, com idade acima de 8 anos, sem

distingdo de porte, sexo ou raga, que foram atendidos no Hospital Veterinario da UEM, Campus

Regional de Umuarama e na Consultorio Veterinario Uaugmia, em Maringd, para realizacao de

check-up.

Destes animais, foi primeiramente realizado a anamnese, como consta na Tabela 1. Apos

realizagdo da anamnese, foi realizado o exame fisico, onde foram observados os parametros

dispostos na Tabela 2. Assim sendo, apenas caes assintomaticos foram selecionados para o

experimento.

Tabela 1 — Ficha de anamnese

Identifica¢do do animal
Manejo
Sintoma
Histéria médica recente

Presenca de ectoparasitas

Sistema digestorio
Vomito
Ingestao de agua

Fezes
Sistema geniturinario

Sistema nervoso

Deambulacao

Idade — Raga

Contactantes? Quantos? Espécies? Saudaveis?

Assintomatico? Hiporexia? Outros? Descrever

O que. Quando. Como. Evolugdo. Tratamento.

Carrapatos? Pulgas? Medicamento para controle no animal? Medicamento para
controle do ambiente?

Quando viu carrapato da Gltima vez no animal?

Historico de infestagdo? Qual medicamento foi utilizado?

Animal j4 teve erliquiose ou outra doenga causada por carrapato?

Alimenta¢ao? Normorexia? Hiporexia? Polifagia? Anorexia? Parorexia?
Odinofagia? Disfagia?

Odor? Hematémese? Regurgitacao? Frequéncia. Aspecto. Sialorreia?
Normodpsia? Polidpsia? Hipo/Oligodpisa? Adipsia?

Duras? Moles? Pastosas? Liquidas? Coloragdo? Constipa¢do? Obstipagao?
Incontinéncia? Diarréia? esteatorréia? Tenesmo? Disquezia? Hematoquezia?
Melena?

Urinando? Volume? Oligtria? Politria? Antria? Polaquiuria? Oligosuria?
Hematuria? Polaquitiria?

Mudanga de comportamento? Convulsdes?

Dificuldade para andar? Ataxia? Dismetria? Hipermetria? Hipometria?
Dificuldade para subir escadas/méveis?

Fonte: Elaborada pela autora (2023).



23

Tabela 2 — Ficha de exame fisico

Parametros Temperatura retal. TPC. Batimento cardiaco. Ausculta pulmonar.
Mucosas Hiporadas. Normocoradas. Hipercoradas. Congestas. Ictéricas. Ciandticas.
Nivel de consciéncia Normal. Alerta. Diminuido. Agitado. Apatico.

Condicao fisica Normal. Sobrepeso. Abaixo do peso. Caquético.

Pelame Brilhoso. Quabradigo. Ixodidiose. Puliciose. Carrapatos. Pulgas.
Linfonodos reativos Submandibulares. Pré-escapulares. Popliteos. Inguinal.

Observagoes gerais

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.2 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foi realizado o exame de ultrassonografia abdominal de todos os cdes aparentemente
saudaveis e assintomaticos que foram selecionados para o experimento. Foi utilizado o aparelho
de ultrassom com Doppler colorido (Z6 Vet, Mindray®). Os exames foram realizados sem
sedagdo e sem periodo de jejum. Foi realizado a tricotomia da regido abdominal. Os caes foram
colocados em decubito dorsal, e foi utilizado o gel hidrossoluvel para evitar produgdo de
artefatos na imagem. O aparelho de ultrassom ficou a frente do examinador e a esquerda do
paciente. O transdutor foi posicionado no térax do animal. A imagem no monitor ¢ dividida
num plano sagital, em ventral, dorsal, cranial e caudal, e num plano transversal. Foi realizado
entdo a varredura nos 6rgaos de todo abdome.

Apo6s a realizacao da ultrassonografia, todos os animais foram submetidos ao teste
rapido 4dx Plus (Idex) para deteccdo da Ehrlichia canis. Para isso, foi coletado amostra de
sangue, mediante a assepsia local com alcool iodado e pungao da veia jugular utilizando seringa
de 5 ml e agulha 25/7. Apos a realizagdo da coleta, 3 gotas da amostra foram misturadas a 4
gotas do liquido conjugado (Figura A), utilizando a pipeta inclusa no kit. Apds misturar, foi
realizado a homogeneizagao da amostra com o conjugado, invertendo de 3 a 5 vezes (Figura
B), conforme a instru¢do do produto. Foi colocado entdo o contetido do tubo da amostra no
dispositivo (figura C). Assim que a amostra comegou a fluir, alcangando o circulo de ativagao
(30 a 60 segundos) (Figura D), foi empurrado o ativador até que o dispositivo ficasse nivelado

(Figura E). O resultado foi obtido em média em 8 minutos (Figura F).
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Figura 1 — Realizagdo do teste 4dx Plus

A) utilizando a pipeta inclusa no kit, foram colocadas 3 gotas de amostra no tubo, mantendo o frasco na posicéo vertical, foram
acrescentadas 4 gotas do conjugado. B) com o tubo tampado, foi realizado a homogeneizagéo de 3 a 5 vezes. C) O contetido
do tubo foi acrescentado no dispositivo. D) A amostra fluindo para a janela de resultado. E) Apos a cor aparecer no circulo de
ativacdo, foi empurrado o ativador. F) Apds 8 minutos, leitura do resultado positivo.

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Desta forma, os grupos experimentais foram assim distribuidos:

e Grupo 1 (G1): 10 caes senis (8 anos ou mais) sadios negativos no teste para a

Ehrlichia canis.
e Grupo 2 (G2): 15 caes senis (8 anos ou mais) assintomaticos e positivos no teste

para a Ehrlichia canis.

4.3 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Ap6s a realizagdo da anamnese, exame fisico, ultrassonografia abdominal e teste rapido
4dx Plus (Idex) para detec¢ao da Ehrlichia canis, amostras de sangue foram coletadas mediante

antissepsia local com alcool e puncao da veia jugular utilizando seringa de 5 ml e agulha n

25/7. Apds coleta das amostras, estas foram cuidadosamente transferidas para tubos plasticos
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siliconizados contendo EDTA (BD Vacutainer, 4,0 mL), para realizacdo do hemograma. Foram
também cuidadosamente transferidas para tubos plasticos siliconizados sem anticoagulante (BD
Vacutainer, 10 mL), para realizagcdo do perfil bioquimico-sérico e proteinograma (SDS-PAGE).

Para obtencao do soro sanguineo, as amostras coletadas em tubos plasticos siliconizados
sem anticoagulante foram centrifugadas a 1000 x g, por 10 minutos, ap0s a retragdo do codgulo,
e aliquotas de 1,5 ml do soro foram armazenadas em tubos Eppendorf e congelados (—20° C)
até o momento de analise dos parametros do perfil bioquimico-sérico e proteinograma (SDS-

PAGE).

4.4 ANALISES LABORATORIAIS

4.4.1 Hemograma

De cada amostra de sangue venoso, colhida com anticoagulante EDTA, foram aferidos
os dados relativos as contagens de hemacias, contagem de leucdcitos, contagem de plaquetas e
teores de hemoglobina, em aparelho automatico. O hematdcrito foi obtido a partir de
microtubos de 50 uL submetidos a centrifuga¢do a 1.500 G, durante 5 minutos. A contagem
diferencial de leucécitos foi realizada a partir da contagem em esfregaco sangiiineo corado
(Panoético Répido, Laborclin LTDA, Pinhais, Parana, Brasil) de 100 células, em microscopia
optica (GARCIA-NAVARRO, 2005).

A partir da contagem de hemacias e avaliacdo do hematocrito e teores de hemoglobina,
foram calculados os indices hematimétricos, sendo eles: volume corpuscular médio (VCM) e

concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

4.4.2 Analise do perfil bioquimico-sérico

Foram avaliadas/calculadas as concentracdes/atividade séricas de 13 varidveis, sendo
estas: cloretos (Cl), célcio total (Ca), fosforo (P), proteinas totais, albumina, globulinas, ureia,
creatinina, colesterol, triglicérides, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e
creatinoquinase (CK).

Os testes foram realizados utilizando-se conjuntos de reagentes de uso comercial
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). As leituras dos parametros
bioquimicos foram realizadas em espectrofotometro semi-automatico (Labquest, Labtest

Diagnostica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil.), com comprimentos de onda especificos para
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cada constituinte. Os comprimentos de onda exigidos e principios de cada teste estdo listados

na Tabela 3.

Tabela 3 — Métodos analiticos utilizados para analise das variaveis do perfil bioquimico sérico de cdes

do G1 e do G2

Variaveis Métodos Absorbancia do Teste
ALT UV-IFCC Cinético! 340 nm
ALP Bowers e McComb modificado ' 405 nm
CK IFCC Cinético' 340 nm
Creatinina Picrato alcalino — Jaffé! 500-540 nm
Ureia UV enzimatico' 340 nm
Co'les.te’rc')l Trinder enzimatico' 490-510 nm
Triglicérides
Ca Total CPC — cresolftaleina' 550-590 nm
P Daly e Ertingshausen modificado! 340 nm
Cl Labtest — Tiocianato de mercurio! 450-510 nm
Proteina Total Biureto' 530-550 nm
Albumina Verde de bromocresol! 600—640 nm
Globulinas Calculado: Proteina Total - Albumina -

Fonte: IFCC, International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.
! Labquest semi-automatic analyzer, Labtest Diagnostic, Lagoa Santa, MG, Brazil.

4.4.3 Analise do proteinograma sérico utilizando a técnica de eletroforese em gel de

poliacrilamida contendo dodecil sultafo de sodio (SDS-PAGE)

O SDS-PAGE foi realizado seguindo recomendacdes de Laemmli (1970), onde foram
separadas as fragdes proteicas do soro sanguineo. Estas fracdes protéicas foram analisadas e
identificadas utilizando programa computacional especifico, permitindo o estudo de proteinas

de fase aguda e imunoglobulinas.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA) e ao teste de Tukey
para comparagao entre pares de médias (G1 x G2), ao nivel de 5% de significancia. As analises
estatisticas foram efetuadas com auxilio de um programa estatistico computadorizado
(Graphpad Prism Versao 9.1).

Os valores de referéncia foram utilizados conforme dados publicados por SCHALM’s

veterinary hematology (2000).
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5 RESULTADOS

5.1 HEMOGRAMA

5.1.1 Eritrograma e Plaquetograma

Nao houve diferencga estatistica significativa entre os grupos avaliados para as variaveis
hemacias, hematocrito, hemoglobina, VCM e proteinas plasmaticas totais. Entretanto, no que
se refere a varidvel CHMC, houve um aumento significativo no G2 em relagdo ao G1 (Tabela
4).

Ao que se refere as plaquetas, houve uma reducdo significativa das plaquetas dos
animais do grupo infectado com erliquiose, em relagao aos animais sadios, do grupo controle.
Sendo também possivel observar no grafico de dispersdao 1 em que o grupo 2 permanece
concentrado em sua maioria abaixo dos valores de referéncia, enquanto o grupo 1 encontra-se
disperso, dentro e acima dos valores de podemos observar uma dispersao homogenea dos
parametros avaliados de hemaécias, hemoglobina, hematocrito e volume corpuscular médio.

Quando avaliados os parametros em relacdao aos valores de referéncia para a espécie,
observa-se que os cdes do G2, apresentaram valores abaixo dos valores de referéncia de
hemécias (13,33%), hematdcrito (20%) e hemoglobina (26,67%) indicando que haviam animais
com anemia.

J4a no caso das plaquetas, 33,3 % dos animais do G2 apresentaram trombocitopenia,

devido as plaquetas estarem abaixo dos valores de referéncia (Grafico 2).
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Tabela 4 — Perfil hematologico de amostras de caes senis sadios (G1) e com erliquiose (G2)

Estatistica
Variaveis Unidades Grupos Média Desvio Valor Valor p-value

padrio minimo maximo
Hemicias xiomi | o) Zzzizi }i? 4 ‘2‘:25 2’2 . p=0,1938
Hematécrito % gé j?ﬁ% gzggg 3(5) 2 i p=0,1675
Hemoglobina g/dL g; }g:?gi ;:ég? é?5’3 ;(7)’5 p=0,8273
L e L E
S P L b - E DT
PPT LG | osa |17 |6 |l |POSE
R P o

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Grafico 1 — Eritrograma e plaquetograma dos 10 cdes do grupo controle. Dados dispostos em forma de
porcentagem de animais que apresentaram as respectivas variaveis, sendo avaliados se estéo
abaixo, dentro ou acima dos valores de referéncia
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Grafico 2 — Eritrograma e plaquetograma dos 15 cdes positivos para Ehrlichia canis. Dados dispostos
em forma de porcentagem de animais que apresentaram as respectivas variaveis, sendo
avaliados se estdo abaixo, dentro ou acima dos valores de referéncia
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Grafico de dispersdo 1 — Dispersdo dos valores apresentados pelos animais do grupo controle (G1) e
grupo infectado (G2) na avaliacdo dos parametros: Hemacia (A); Hematocrito
(B); Hemoglobina (C); VCM (D); CHCM (E); Proteina plasmatica total (F);
Plaquetas (G). E possivel observar os valores de forma individual, bem como
sua variagcdo e média
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.1.2 Leucograma

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas entre o Gl e G2 para
contagem de leucdcitos totais, neutréfilos bastonetes, linfocitos e eosindfilos (Tabela 5). No
grafico de dispersdo 2, podemos observar uma dispersdo homogenea entre estes parametros
avaliados, Porém, houve uma diferenca estatistica significativa para a contagem de neutrofilos
seguimentados € monocitos, havendo uma redugdo dos dois parametros dos animais do G2 em
relacdo ao G1 (Tabela 5).

Quando avaliados os pardmetros em relacdo aos valores de referéncia para a espécie, no
G2, 33,33 % dos animais apresentaram leucopenia,. Em relagdo aos neutréfilos, 6,67% dos
animais apresentaram neutropenia com desvio a esquerda.. Ademais, 20,0 % dos animais
infectados apresentaram linfopenia, e 6,67 % apresentaram linfocitose. Em relagdo aos
monocitos, 46,67 % dos animais apresentaram monocitopenia,. Em relacdo a contagem de

eosinofilos, 40,0 % apresentaram eosinopenia.
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Tabela 5 — Tabela comparativa de parametros de leucograma do grupo 1 controle e grupo 2 infectado

Estatistica
Variaveis Unidades Grupos y e Desvio Valor Valor p-value
Média . ;. L.
padrio minimo maximo
Leucocitos L Gl 10430 A 3930 5300 19100 03601
totais H G2 8947 A 3865 3700 16800 p=y,
Neutrofilos L Gl 7717 A 2970 3445 13370 —0.0489
segmentados a G2 5348 B 2656 37 11760 L
Neutrofilos Gl 53 A 16,76 0 53 _
bastonetes WL G2 278 A 79,72 0 291 p=0,3912
PR Gl 1433 A 909,6 203 3438 _
Linfocitos uL G2 2045A | 2492 168 9894 p=0,0806
, . Gl 757,1 A 518,6 202 1910 _
Monécitos ne G2 2758 249.6 0 840 p=0,0023
., Gl 5175 A 398,5 0 1325 _
Eosinéfilos uL As\G2 3985A | 5009 0 1344 p=03355
, Gl 0A 0 0 0 _
Basofilos pL G2 0A 0 0 0 p=0

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Grafico 3 — Leucograma dos 10 cédes do grupo controle. Dados dispostos em forma de porcentagem de
animais que apresentaram as respectivas variaveis, sendo avaliados se estdo abaixo, dentro

ou acima dos valores de referéncia
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Grafico 4 — Leucograma dos 15 cées positivos para Ehrlichia canis. Dados dispostos em forma de
porcentagem de animais que apresentaram as respectivas variaveis, sendo avaliados se
estdo abaixo, dentro ou acima dos valores de referéncia
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Grafico de dispersdo 2 — Dispersdo dos valores apresentados pelos animais do grupo controle (G1) e
grupo infectado (G2) na avaliagdo dos parametros: Leucocitos totais (A);
Neutréfilos seguimentados (B); Neutrofilos bastonetes (C); Linfocitos (D);
Monodcitos (E); Eosinéfilos. Possivel observar os valores de forma individual,
bem como sua variacdo e média
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.2 PERFIL BIOQUIMICO SERICO

Em relacdao ao perfil bioquimico sérico, ndo foram constatadas diferengas estatisticas
entre G1 e G2 para as concentragdes/atividades séricas de proteina total, creatinoquinase (CK),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), triglicérides, colesterol (Tabela 4),
creatinina, ureia e fosforo (Tabela 4). E possivel observar uma distribuigio homogenea destes
parametros bioquimicos dispostos no grafico de dispersao 3.

Entretanto, observou-se diferenca estatistica significativas para as concentracdes de
albumina, com redu¢do dos valores no G2 em relacdo ao Gl. Ja em relacdo as globulinas,
constatou-se um aumento significativo do G2 em relagdo ao G1 (Tabela 7). Em relagdo ao célcio
total, também constatou-se uma diferenca estatistica significativa entre grupos, ocorrendo uma

reducao das concentragdes dos animais do G2 em relacao ao G1. Semelhantemente observou-
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se uma reducdo das concentracdes de cloretos em G2 quando comparado ao G1 (Tabela 6).
Essa reducao também pode ser observada, no grafico de dispersdo 3.

Quando avaliados os parametros em relagao aos valores de referéncia para a espécie
(graficos 5 e 6), observou-se que 33,3% dos animais apresentaram hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia. Em relag@o a CK, 11,11% dos animais apresentaram atividade sérica acima
dos valores de referéncia. Em relagdo a ALT e ALP, todos os animais do G2 apresentaram
valores dentro dos intervalos de referéncia. Ja para os triglicérides a maioria dos animais
(77,78%) do G2 apresentaram valores acima dos valores de referéncia. As concentracdes de

colesterol estavam abaixo dos valores de referéncia para 9,09% dos animais e acima para

36,36% dos animais.

Tabela 6 — Perfil bioquimico sérico de cataboélitos de amostras de sangue de cdes sadios (G1) e com

erliquiose (G2)
Estatistica
Variaveis Unidades Grupos Lt Desvio Valor Valor p-value
Meédia . [ . L.
padrao minimo maximo

) Gl 6421 A | 05546 | 5.35 6,97 -

Proteina uL G2 6,755 A 1,785 424 9,48 p=0,6238
. Gl 3431A | 058 2,228 3,993 _

Albumina uL G2 2,197 B 0.8131 1,102 2,924 p=0,006

. Gl 2,99 A 04281 2.3 3.75 -

Globulinas uL G2 4,558 B 1,761 2,79 6,84 p=0,0304
Gl 117.8A | 60.82 32 210,5 B

CK WL G2 120 A 128,7 24 4533 p=0,9605
Gl 40,33 A 18,99 12,22 75,08 B

ALT uL G2 4368 A | 22.57 13 90 p=0,3506
Gl 51,7 A 2422 19 93 B

ALP WL G2 66,08 A | 37.93 16 131 p=0,3087
. Gl 200,8A | 69,97 99 319 -

Triglicérides pL G2 2001 A 90.59 33 323 p=0,8245
Gl 1644 A | 38,66 106 275 B

Colesterol nL G2 1957A | 103,99 | 105 397 p=0,57

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Grafico 5 — Bioquimico dos 10 cdes do grupo controle. Dados dispostos em forma de porcentagem de
animais que apresentaram as respectivas variaveis, sendo avaliados se estdo abaixo, dentro
ou acima dos valores de referéncia
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Grafico 6 — Bioquimico dos 15 cles positivos para Ehrlichia canis. Dados dispostos em forma de
porcentagem de animais que apresentaram as respectivas variaveis, sendo avaliados se
estdo abaixo, dentro ou acima dos valores de referéncia
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Grafico de dispersdo 3 — Dispersdo dos valores apresentados pelos animais do grupo controle (G1) e
grupo infectado (G2) na avaliagdo dos parametros: Proteina sérica total (A);
ALT (B); Creatinoquinase (C); Albunina (D); Globulinas (E); Colesterol (F);
ALP (G); Triglicérides (I). E possivel observar os valores de forma individual,
bem como sua variacdo e média
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Em relagdo a creatinina, todos os animais do G2 apresentam concentragdes dentro dos

valores de referencia. De forma diferente, 6,67% dos animais apresentaram concentragdes de

ureia abaixo dos valores de referencia, 77,78% apresentaram concentragdes de célcio total

abaixo dos valores de referencia e 16,67% apresentaram concentragdes de fosforo abaixo dos

valores de referencia. Em relagdo aos cloretos, 55,56% dos animais do G2 apresentaram valores

acima dos valores de referéncia para a espécie.

Proteina total, Ck, Alt, Alp, Triglicerides e colesterol apresentaram dispersdao homegenea, ndo

possuindo diferenga estatistica, entretanto albumina e globulinas apresentaram grau de disperséo.

Albumina se encontra diminuida e as globulinas aumentadas. Creatinina, ureia, Fosforo, eosinoéfilos,

apresentaram dispersdao homogénea, ndo possuindo diferenga estatistica, enquanto calcio total e cloretos

apresentaram grau de dispersdo. Ambos apresentando reducdo no grupo 2 (grafico de dispersao 4).
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Tabela 7 — Perfil bioquimico sérico de catabolito, minerais e ions de amostras de sangue de caes senis
sadios (G1) e com erliquiose (G2)

Estatistica
Variaveis Unidades | Grupos Média Desvio Valor Valor p-value
padrio | minimo | maximo
. Gl 0992A |0,3155 |0,61 1,66 -
Creatinina WL G2 1,009 A |0,2398 | 0,68 1.4 p=0,8829
, Gl 2832 A | 12,76 12,31 51,84 ~
Ureia WL G2 39,15A | 13,35 24,8 76,47 p=0,0586
o Gl 933 A 1,193 7 10,5 ~
Cilcio total ne G2 6,722 B 1.972 5.3 10.4 p=0,0026
] Gl 3968A | 1,166 2,13 6,25 _
Fosforo WL G2 3233A | 0,723 2.4 4,5 p=0,1889
Gl 1357A | 26,55 102 185 ~
Cloretos WL G2 108,7B | 17,58 87 136 p=0,0193

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Grafico 7 — Bioquimico dos 10 cdes do grupo controle. Dados dispostos em forma de porcentagem de
animais que apresentaram as respectivas variaveis, sendo avaliados se estdo abaixo, dentro
ou acima dos valores de referéncia
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Grafico 8 — Bioquimico dos 15 cées positivos para Ehrlichia canis. Dados dispostos em forma de
porcentagem de animais que apresentaram as respectivas variaveis, sendo avaliados se
estdo abaixo, dentro ou acima dos valores de referéncia
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Grafico de dispersdo 4 — Dispersdo dos valores apresentados pelos animais do grupo controle (G1) e
grupo infectado (G2) na avaliag@o dos parametros: Calcio (A); Fosforo (B);
Cloretos (C); Uréia (D); Creatinina. E possivel observar os valores de forma
individual, bem como sua varia¢do ¢ média
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.3 PROTEINOGRAMA SERICO UTILIZANDO A TECNICA DE ELETROFORESE EM
GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENDO DODECIL SULTAFO DE SODIO (SDS-PAGE)

Em relagdao ao proteinograma nao houveram diferencas significativas nas variaveis
ceruloplasmina,, IgA, IgG de cadeia leve, NL, NL 2, proteinas totais, transferrina, Alpha 1
glicoproteina acida e Beta haptoglobina ndo apresentaram diferenga estatistica. Houve
diferenca estatistica nas varidveis IgG de cadeia pesada e Alpha 1 antitripsina, onde
demonstrou um aumento do G2 comparado ao G1. Houve também diferenca na PM 23000,

mas neste caso houve uma diminui¢do do G2 em comparagao ao G1.



Tabela 8 — Imunoglobulinas em caes senis sadios (G1) e com erliquiose
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Estatistica
Variaveis Unidades | Grupos Média Desvio V’al.or V,al.or p-value

padrido | minimo | maximo
Ceruloplasmina | mg/dL gé ;;:gg : ?’29’22 ?g:gg ‘5‘3252 p=0,4524
o ma |9 [dma 2 e
et L B A P
el O L O B R e
e T S A L ol P
S P L A VI P
P L i A R P
Proteinas totais | mg/dL g; gggg i ??51’76 451328 ;6151;8 p=0,6442
Transferrina mg/dL gé ggg:g : 12’725 ?Z:g 22;:3 p=0,7087
st L [ a2 e g
L P N A E A e
baplogiobina | "9 |G| So6a |ois | ase |avss | POSIS

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Grafico de dispersdao 5 — Dispersdo dos valores apresentados pelos animais do grupo controle (G1) e
grupo infectado (G2) na avaliagdo dos parametros: IgG cadeia leve (A); IgG
cadeia pesada (B); Ceruloplasmina (C); IgA (D); NL (E); NL2 (F);
Transferrina (G); Proteinas totais (H); PM 23000 (I); Alpha 1 glicoproteina
acida (J); Beta Haptoglobina (K); Alpha 1 antitripsina (L). F
observar os valores de forma individual, bem como sua variacao e média
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

5.4 PERFIL CLINICO-EPIDEMIOLOGICO DOS ANIMAIS SELECIONADOS

Foram inclusos 10 animais no grupo controle (G1) e 15 animais no grupo infectado com
Ehrlichia canis (G2). Os animais selecionados para o grupo controle foram animais que vieram
para consulta de rotina. O grupo foi formado por caes senis sadios, negativos para Erhlichia

canis. Destes caes, 40% (4/10) dos animais eram machos e 60% (6/10) fémeas. As ragas foram
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variadas no G1, sendo, 3 poodles, 2 lhasas apsos, 2 sem raga definidas, 1 spitz alemdo, 1
labrador e 1 pequinés. Em relagdo ao peso dos animais no G1, 9 animais pesaram até 10 quilos
e um animal pesou mais de 30 quilos. Foram avaliados com escore de condi¢do corporal e
considerado ideal, sendo somente um animal (1/10) considerado com sobrepeso. Os animais
incluidos no grupo controle ndo apresentaram alteragdes dignas de nota no exame fisico.
Coloragdo da mucosa, tempo de preenchimento capilar, ausculta pulmonar e cardiaca,
temperatura e avaliacdo dos linfonodos estavam dentro da normalidade.

Em relagdo aos animais do G2, foram inclusos, caes senis, acima de 8 anos de idade,
assintomaticos, positivos para Ehrlichia canis. Dos animais selecionados para o grupo
infectado, 14 foram animais que vieram para consulta de rotina e 1 para avaliagdo de uma hérnia
inguinal. Destes caes, 66,67% (10/15) eram machos e 33,33% (5/15) eram fémeas. No grupo
infectado G2, 6 animais foram da raga lhasa apso, 2 maltes, 2 sem raca definidas, 2 shih tzus, 1
chow chow, 1 buldogue francés e 1 pinscher. A raga mais acometida foi da foi a raca lhasa apso,
sendo 40% (6/15) dos caes. Em relacdo a pesagem, 9 cdes pesaram até 10 quilos, 5 animais
pesaram de 10 a 20 quilos e 1 cdo pesou mais de 40 quilos. Foram avaliados com escore de
condi¢do corporal, sendo a maioria considerado ideal, entretanto 3 cdes encontravam-se com
sobre peso. Os animais incluidos no grupo infectado ndo apresentaram alteracdes dignas de nota
no exame fisico. Colora¢do da mucosa, tempo de preenchimento capilar, ausculta pulmonar e
cardiaca, temperatura dentro da normalidade, porém 7 cdes apresentaram alteragcdes dos
linfonodos superficiais, onde 20% (3/15) em linfonodos submandibulares, 20% (3/15) em
linfonodos popliteos e 6,67% (1/15) em linfonodos inguinais. Portanto, 53,33% (8/15) animais

ndo apresentaram alteracdes em linfonodos superficiais no exame fisico.

5.5 EXAME ULTRASSONOGRAFICO

No exame ultrassonografico abdominal do grupo controle (G1), 10% (1/10) dos animais
apresentaram alteragdes no baco, sendo ela esplenomegalia. E outros 10% (1/10) alteragdes em
sistema reprodutor, sendo essa alteracao cistos prostaticos e cistos testiculares. Os outros 80%
(8/10) nao apresentaram alteracdes no exame. Dados dispostos no grafico (9).

No grupo infectado (G2), 100% (15/15) dos animais apresentaram altera¢des no bago,
sendo essa alteragcdo, esplenomegalia (moderada, discreta ou avancada); 20% (3/15) dos
animais apresentaram alteragdes no figado: hepatomegalia e colangiohepatite; 13,33% (2/15)
apresentaram alteragdes renais: nefropatia cronica; 6,67% (1/15) apresentaram alteracdes em

intestino: enterite; 26,67% (4/15) dos animais apresentaram alteragdes em vesicula bili ar:
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estase e lama biliar; 20% (3/15) apresentaram alteracdes em vesicula urindria: cistite e presenca
de sedimentos urinarios; 13,33% apresentaram alteracdes em adrenais: nddulo em adrenal;
26,67% (4/15) apresentaram alteracdes em linfonodos: linfonodomegalia e 26,67% (4/15)
apresentaram alteragdes em sistema reprodutor: hiperplasia prostatica benigna,

prostatomegalia, dilatagdo uterina e hiperplasia endometrial. Dados dispostos no grafico (10).

Grafico 9 — Alteragdes ultrassonograficas dos 10 cées do grupo controle. Dados dispostos em forma de
porcentagem das alteracdes encontradas no ultrassom
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Grafico 10 — Alteragdes ultrassonograficas dos 15 caes positivos para Ehrlichia canis. Dados dispostos
em forma de porcentagem das alteracdes encontradas no ultrassom
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

5.6 TESTE RAPIDO

De acordo com a metodologia do estudo, todos os animais do G1 foram testados através
do teste rapido 4dx Plus da Idexx e o resultado foi negativo como demonstrado na Figura 2. Da
mesma forma, todos os animais do G2 foram testados, porém tiveram resultado positivo como

demonstra a Figura 3.
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Figura 2 — Teste rapido 4dx Plus com resultado negativo do grupo controle G1

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Figura 3 — Teste rapido 4dx Plus (Idexx) com resultado positivo apresentado pelos cdes do grupo
infectado G2

Fonte: Arquivo pessoal (2023).
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6 DISCUSSAO

Em relagdo ao eritrograma houve uma diminuigdo das hemacias do grupo 2 infectante
comparado ao grupo 1 controle, esta diminui¢do pode estar relacionada a rapida diminuigao do
agente no sangue e a vasculite generalizada. O fato de estarem diminuidos hemacias,
hematocrito e hemoglobina pode estar relacionado a discreta anemia em alguns animais, como
discutido por autores (KOMNENOU et al., 2008; FIGUEIREDO, 2011).

No CHCM (concentragao da hemoglobina corpuscular média) foram obtidos valores
diminuidos no G2 em comparagao ao G1.

Ja no plaquetograma foram encontrados valores consideravelmente menores no grupo 2
infectante comparado ao grupo 1 controle. Esta trombocitopenia pode ter ocorrido em
decorréncia da destruigdo de plaquetas e sequestro das plaquetas pelo bago (GAUNT et al.,
2010).

Em relagdo ao bioquimico houve diferenca ente a albumina que ocorreu uma diminuicao
do grupo 2, aumento de globulinas ainda redugao de calcio e cloretos.

Em relagdo as proteinas ndo houveram diferenga estatisca em IgA, transferrina,
albumina, em relacdo aos grupos. Entretando na alpha-antitripsina e igG de cadeia pesada
houveram diferengas estatisticas, sendo que houve um aumento no grupo 2 em relagdo ao grupo
1 e em PM 2300 houve uma diminui¢ao no grupo 2.

A alfa I-antitripsina também ¢ uma proteina de fase aguda que em quadros infecciosos
tende a ter um aumento precoce em sua concentracdo sérica de forma rapida. Tanto a a-1-
antitripsina quanto a IgG podem ser avaliadas em pacientes com suspeita de erliquiose
monocitica canina, principalmente na fase subclinica da doenca como possiveis biomarcadores,
tanto de forma individualizada quanto em associagio (CERON et al., 2005).

A hipoalbuminemia também encontrada por Harrus et al. (1996), pode estar relacionada
a perda periférica de albumina nos liquidos edematosos resultantes do aumento da
permeabilidade vascular, hemorragias e diminuicdo da sintese proteica. Além de diminuir
devido ao aumento na produ¢ao de imunoglobulinas no animal infectado, o que esta relacionada
com a hiperglobulinemia por meio do aumento de gamaglobulina, que ¢ comum na fase
subclinica da doenga, pois a doenga promove uma prolongada estimulagao antigénica. Por isso,
mesmo caes assintomaticos, apresentam alto titulo de anticorpos (HARRUS et al., 1998).

A presenca de hiperglobulinemia nos animais infectados esta associada a prolongada
estimulagdo antigénica realizada pela E. canis, consequentemente também levando ao aumento

de IgG (anticorpos contra a doenga) e contribuindo para a diminui¢do da albumina, que pode
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ocorrer devido ao processo inflamatério causado pela bactéria, como na vasculite e aumento da
permeabilidade vascular. Esse processo inflamatdrio pode ser detectado através do aumento da
proteina de fase aguda positiva a-1-antitripsina, o qual indica uma resposta ativa. Portanto, a
avaliacdo desses parametros ¢ importante para o diagndstico da doenca na fase subclinica
devido a auséncia de sinais clinicos e para que o tratamento seja instituido antes da evolugao
para a fase cronica. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para completa elucidagdo dos
resultados obtidos.

Nos exames ultrassonograficos, alguns caes do grupo infectado apresentaram
linfonodomegalia, esta alteracdo pode estar relacionada com a doenca erliquiose, segundo
Couto (1998), uma grande quantidade de bactérias se concentram em macrofagos esplénicos,
sendo assim consequentemente, figado e linfonodos, que também participam do sistema
fagocitico mononuclear, podem ser afetados. Outro achado comum nos animais positivos para
Ehrlichia canis, foi a presenca de lama biliar, esta alteracdo ¢ considerada como um achado
comum em caes, sendo considerada fisioldgica (KO et al., 1999). Outra alteragdo encontrada
em alguns dos caes do grupo infectado foi a nefropatia cronica bilateral, esta alteragao pode
estar relacionada a deposicdo de imunocomplexos nos rins, levando consequentemente na
destruicdo das células renais pelo sistema imune, assim como demonstram alguns estudos
(SILVA et al., 2015). Ademais, a presenca de cistite em alguns animais pode estar relacionada
a alteracdo renal, devido a ineficiéncia de executar sua funcdo de filtra e reabsorver a glicose,
tornando a urina um meio de cultura ideal para agentes causadores de afec¢des como a cistite
(FARIA et al., 2011). Alguns caes apresentaram hiperplasia prostatica benigna, o valor elevado
desta incidéncia pode estar relacionado ao fato de se tratarem de caes idosos e ndo castrados,

ndo havendo possivel relagdo com a erliquiose.
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8 CONCLUSAO

Concluimos que a erliquiose ¢ uma doenca que pode afetar o animal mesmo sem
demonstrar sintomas. As proteinas: globulinas; IgG; albumina; e a-1-antitripsina; podem ser
avaliadas em pacientes com suspeita de erliquiose monocitica canina na fase subclinica da
doenca como possiveis biomarcadores, tanto de forma individualizada quanto em associacao.
A presenca de hiperglobulinemia nos animais infectados estd associada a prolongada
estimulagdo antigénica realizada pela E. canis, consequentemente também levando ao aumento
de IgG (anticorpos contra a doenga) e contribuindo para a diminui¢do da albumina, que pode
ocorrer devido ao processo inflamatério causado pela bactéria, como na vasculite e aumento da
permeabilidade vascular. Esse processo inflamatério pode ser detectado através do aumento da
proteina de fase aguda positiva a-1-antitripsina, o qual indica uma resposta ativa. Portanto, a
avaliagdo desses parametros ¢ importante para o diagndstico da doenca.

A ultrassonografia ¢ um importante exame a ser utilizado na rotina, principalmente em
caes idosos. Sua utilizagdo como exame de triagem pode auxiliar no diagnostico de doengas,
como no caso da erliquiose onde a esplenomegalia ¢ uma alteragdo comum a ser encontrada em
caes positivos, esta alteracdo pode ser suspeitada em palpagdo abdominal, mas sé pode ser
confirmada com a realiza¢@o de ultrassonografia.

Alteragdes como linfonodomegalia, hepatomegalia, nefropatia e cistite podem estar

relacionadas a doenga.
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ANEXO

Perfil hematolégico, bioquimico sérico e proteinograma de cies idosos diagnosticados com Ehrlichia
canis

Carla N. M. Parra, André M. Santana

Registro ORCID

ABSTRACT:

Ehrlichiosis is an infectious rickettsial disease with a high incidence in the clinical routine of small animals. It is
caused by an obligate intracellular cellular parasite gram negative bacteria. Due to its clinical routine, it is
important to know the clinical and laboratory alterations. The aim of this study was to evaluate changes in blood
count, serum biochemistry and protein count in animals positive for Ehrlichia canis. 25 dogs over 8 years old were
selected. Of these, 10 animals were selected to compose the control group (G1) and another 15 dogs positive for
Ehrlichia canis, to compose the infected group (G2). Anamnesis was performed on each animal, physical
examination and blood collection for carrying out the complete blood count, serum biochemistry, proteinogram
and for performing the 4dx Plus rapid test (Idexx). The variables evaluated in serum biochemistry were: total
protein, albumin, globulins, urea, creatinine, cholesterol, triglycerides, alanine aminotransferase (ALT), alkaline
phosphatase (ALP) and creatine kinase (CK). proteinogram (ceruloplasmin, a-1-antitrypsin, transferrin, albumin,
IgA and IgG). The results with alterations were hypoalbuminemia, hyperglobulinemia, increase in IgG, decrease in
ceruloplasmin and increase in a-1-antitrypsin in animals from G2, and the other parameters remained unchanged.
It is concluded that globulins, IgG, albumin and a-1-antitrypsin can be evaluated in patients with suspected canine
monocytic ehrlichiosis in the subclinical phase of the disease as possible biomarkers.

INDEX TERMS:
Tick; Splenomegaly; electrophoresis; Hemoparasitoses

[Perfil hematoldgico, bioquimico sérico e proteinograma de cies idosos diagnosticados com Ehrlichia
canis]

RESUMO:

A erliquiose é uma doenga riquetsial infecciosa de alta incidéncia na rotina clinica de pequenos animais. E causada
por uma bactéria gram negativa parasita celular intracelular obrigatério. Devido a sua relevancia na rotina clinica,
é importante o conhecimento das alteragdes clinicas e laboratoriais. O objetivo deste estudo foi avaliar as
alteracoes de hemograma, bioquimico sérico e proteinograma de animais idosos positivos para Ehrlichia canis.
Foram selecionados 25 cdes acima de 8 anos. Destes, 10 caes saudaveis e negativos para Ehrlichia canis foram
selecionados para compor o grupo controle (G1) e outros 15 cdes positivos para Ehrlichia canis, para compor o
grupo infectado (G2). Foi realizado anamnese em cada animal, exame fisico e coleta de sangue para realizacdo do
hemograma, bioquimico sérico, proteinograma e para realizacdo do teste rdpido 4dx Plus (Idexx). As variaveis
avaliadas no bioquimico sérico foram: proteinas totais, albumina, globulinas, ureia, creatinina, colesterol,
triglicérides, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e creatinoquinase (CK). proteinograma
(ceruloplasmina, a-1-antitripsina, transferrina, albumina, IgA e IgG). Os resultados com alteragdes significativas
foram em CHCM, uma diminui¢do das plaquetas do G2 comparado ao G1, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia,
aumento de IgG, diminuicdo de ceruloplasmina e aumento de a-1-antitripsina nos animais do G2, e os demais
pardmetros sem alteracdo. Conclui-se que plaquetas, globulinas, IgG, albumina e a-1-antitripsina podem ser
avaliadas em pacientes com suspeita de erliquiose canina como possiveis biomarcadores.

TERMOS DE INDEXACAO:
Carrapato; Eletroforese; Esplenomegalia; Hemoparasitose
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Introducio

A erliquiose é uma doenca infecciosa de alta incidéncia na rotina clinica, causada por uma bactéria Gram negativa,
a Ehrlichia canis, parasita intracelular obrigatdério, pertencente a ordem Rickettsiales, da familia
Anasplasmataceae (Greene 2012). E uma bactéria caracterizada pela redugio de elementos sanguineos, podendo
ser vistas em vactiolos no citoplasma (Pesapane et al. 2019). E considerada uma doenga tropical, entretanto no
Brasil estd distribuida na maioria das regides do pais (Garcia et al. 2018).

A transmissao da doenca ocorre através do vetor Rhipicephalus sanguineus, conhecido como carrapato marrom
(Mathias et al. 2020). O artrépode tem facil adaptagio, por isso apresenta distribuicio mundial, pois se adapta em
diversos climas e regidoes (Moreno et al. 2019).

A doenca pode ocorrer em trés fases distintas: aguda, subclinica e crénica, sendo a fase subclinica a mais
desafiadora pois é uma fase onde o animal ndo costuma apresentar sintomas (Peixoto 2019). A sintomatologia é
inespecifica, o que dificulta o diagnéstico, os sintomas mais comuns sio perda de peso, diminui¢do de apetite,
febre, anorexia, pirexia, epistaxe e hemorragia (Maia, Teles & Furtado 2020).

Os achados laboratoriais encontrados com maior frequéncia sdo trombocitopenia, anemia e leucopenia,
principalmente na fase aguda. As hemorragias sio comuns devido a decorréncia da destruicio de plaqueta
(Komnenou et al. 2007, Galant 2010).

As proteinas de fase aguda e imunoglobulinas, fazem parte da primeira reagdo da imunidade inata, precedendo a
imunidade especifica, causada por diversos fatores. No caso das infecgdes bacterianas, ocorre uma resposta mais
intensa das proteinas de fase aguda se comparada a infec¢des virais, isso ocorre devido a forte reagio das células
do sistema fagocitario mononuclear a endotoxinas. No caso da E. canis, nos caes, a analise protedmica poderia
elucidar as alteragdes de biomarcadores associadas a biomarcadores, podendo ter um melhor entendimento da
fisiopatogenia da doenga (Escribano et al. 2017).

A ultrassonografia é um exame que auxilia no diagndstico de patologias. Com a utilizagdo do ultrassom na rotina
clinica as chances sdo maiores de tratar patologias iniciais que muitas vezes ndo sdo possiveis de se encontrar
somente com exames fisicos e hematolégicos. Se tratando de animais idosos, o uso do ultrassom se faz ainda mais
importante, sabendo que cies idosos possuem uma menor eficiéncia de resposta imunolégica. Ademais, com o
avanco da veterinaria muito se fala em prevencao, o que tem ganhado cada vez mais conscientizacdo por parte de
tutores de animais. Possibilitando que o clinico consiga atuar com exames preventivos antes que o animal fique
em estado de doencga avancado (Castiglioni et al. 2020).

Material e Métodos

Foram selecionados, para o experimento, cies senis, com idade acima de 8 anos, sem distin¢do de porte, sexo ou
raca, que foram atendidos no Hospital Veterindrio da UEM, Campus Regional de Umuarama e na Consultério
Veterinario Uaugmia, em Maringd, para realizacao de check-up.

Destes animais, foi primeiramente realizado a anamnese. Apds realizacio da anamnese, foi realizado o exame
fisico, assim sendo, apenas cies assintomaticos foram selecionados para o experimento.

Foi realizado o exame de ultrassonografia abdominal de todos os cies aparentemente saudaveis e assintomaticos
que foram selecionados para o experimento. Foi utilizado o aparelho de ultrassom com Doppler colorido (Z6 Vet,
Mindray®). Os exames foram realizados sem sedagao e sem periodo de jejum. Foi realizado a tricotomia da regiao
abdominal. Os cies foram colocados em decubito dorsal, e foi utilizado o gel hidrossoluvel para evitar produg¢iao
de artefatos na imagem.

Ap6s a realizacdo da ultrassonografia, todos os animais foram submetidos ao teste rapido 4dx Plus (Idex) para
detecgdo da Ehrlichia canis. Para isso, foi coletado amostra de sangue, mediante a assepsia local com &lcool iodado
e punc¢ao da veia jugular utilizando seringa de 5 ml e agulha 25/7.

Foi realizado a contagem de hemacias, avaliacdo de hematdcrito e teores de hemoglobina (VCM e CHCM); foram
avaliadas/calculadas as concentragdes/atividade séricas de 13 variaveis, sendo estas: cloretos (Cl), calcio total
(Ca), fosforo (P), proteinas totais, albumina, globulinas, ureia, creatinina, colesterol, triglicérides, alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP) e creatinoquinase (CK).
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Resultados

Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas entre o G1 e G2 para contagem de leucdcitos totais,
neutroéfilos bastonetes, linfocitos e eosindfilos (Tabela 5). No grafico de dispersdo 2, podemos observar uma
dispersdao homogenea entre estes parametros avaliados, porém, houve uma diferenca estatistica significativa para
a contagem de neutroéfilos seguimentados e mondcitos, havendo uma redugdo dos dois parametros dos animais do
G2 em relagdo ao G1.

Em relacdo ao perfil bioquimico sérico, ndo foram constatadas diferencas estatisticas entre G1 e G2 para as
concentracdes/atividades séricas de proteina total, creatinoquinase (CK), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (ALP), triglicérides, colesterol, creatinina, ureia e fésforo. E possivel observar uma distribuicdo
homogenea destes pardmetros bioquimicos dispostos no grafico de dispersao 3.

Entretanto, observou-se diferenca estatistica significativas para as concentra¢des de albumina, com redugao dos
valores no G2 em relagdo ao G1. Ja em relacdo as globulinas, constatou-se um aumento significativo do G2 em
relacdo ao G1. Em relacdo ao calcio total, também se constatou uma diferenca estatistica significativa entre grupos,
ocorrendo uma reducdo das concentragdes dos animais do G2 em relacdo ao G1. Semelhantemente observou-se
uma redugao das concentragdes de cloretos em G2 quando comparado ao G1.

Em relacdo ao proteinograma nao houveram diferengas significativas nas variaveis ceruloplasmina,, IgA, IgG de
cadeia leve, NL, NL 2, proteinas totais, transferrina, Alpha 1 glicoproteina acida e Beta haptoglobina nao
apresentaram diferenca estatistica. Houve diferenca estatistica nas variaveis IgG de cadeia pesada e Alpha 1
antitripsina, onde demonstrou um aumento do G2 comparado ao G1. Houve também diferen¢a na PM 23000, mas
neste caso houve uma diminuicdo do G2 em comparacdo ao G1.

No exame ultrassonografico abdominal do grupo controle (G1), 10% (1/10) dos animais apresentaram alteragdes
no baco, sendo ela esplenomegalia. E outros 10% (1/10) alteracdes em sistema reprodutor, sendo essa alteragdo
cistos prostaticos e cistos testiculares. Os outros 80% (8/10) ndo apresentaram altera¢des no exame. No grupo
infectado (G2),100% (15/15) dos animais apresentaram altera¢des no bago, sendo essa altera¢do, esplenomegalia
(moderada, discreta ou avan¢ada); 20% (3/15) dos animais apresentaram altera¢des no figado: hepatomegalia e
colangiohepatite; 13,33% (2/15) apresentaram alteracdes renais: nefropatia cronica; 6,67% (1/15) apresentaram
alteragdes em intestino: enterite; 26,67% (4/15) dos animais apresentaram alteragdes em vesicula biliar: estase e
lama biliar; 20% (3/15) apresentaram alteragdes em vesicula urindria: cistite e presenca de sedimentos urinarios;
13,33% apresentaram altera¢des em adrenais: nddulo em adrenal; 26,67% (4/15) apresentaram alteracdes em
linfonodos: linfonodomegalia e 26,67% (4/15) apresentaram alteragdes em sistema reprodutor: hiperplasia
prostatica benigna, prostatomegalia, dilatacdo uterina e hiperplasia endometrial.

Discussao

Em relagdo ao eritrograma houve uma diminuicdo das hemacias do grupo 2 infectante comparado ao grupo 1
controle, esta diminuicdo pode estar relacionada a rdpida diminuicdo do agente no sangue e a vasculite
generalizada. O fato de estarem diminuidos hemdcias, hematécrito e hemoglobina pode estar relacionado a
discreta anemia em alguns animais, como discutido por autores (Komnenou et al. 2007, Figueiredo 2011).

No CHCM (concentracdo da hemoglobina corpuscular média) foram obtidos valores diminuidos no G2 em
comparacgdo ao G1.

Ja no plaquetograma foram encontrados valores consideravelmente menores no grupo 2 infectante comparado ao
grupo 1 controle. Esta trombocitopenia pode ter ocorrido em decorréncia da destruicao de plaquetas e sequestro
das plaquetas pelo baco (Gaunt et al. 2010).

Em relagdo ao bioquimico houve diferenca ente a albumina que ocorreu uma diminui¢do do grupo 2, aumento de
globulinas ainda redugdo de calcio e cloretos.

Em relagdo as proteinas nao houveram diferenga estatica em IgA, transferrina, albumina, em relacdo aos grupos.
Entretanto na alpha-antitripsina e igG de cadeia pesada houveram diferengas estatisticas, sendo que houve um
aumento no grupo 2 em relagdo ao grupo 1 e em PM 2300 houve uma diminui¢ao no grupo 2.

A alfa 1-antitripsina também é uma proteina de fase aguda que em quadros infecciosos tende a ter um aumento
precoce em sua concentracio sérica de forma rapida. Tanto a a-1-antitripsina quanto a IgG podem ser avaliadas
em pacientes com suspeita de erliquiose monocitica canina, principalmente na fase subclinica da doenga como
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possiveis biomarcadores, tanto de forma individualizada quanto em associacdo (Céron et al. 2005). A
hipoalbuminemia também encontrada por Harrus et al. (1996), pode estar relacionada a perda periférica de
albumina nos liquidos edematosos resultantes do aumento da permeabilidade vascular, hemorragias e diminuigao
da sintese protéica. Além de diminuir devido ao aumento na produc¢ido de imunoglobulinas no animal infectado, o
que esta relacionada com a hiperglobulinemia por meio do aumento de gamaglobulina, que é comum na fase
subclinica da doenga, pois a doenga promove uma prolongada estimulagdo antigénica. Por isso, mesmo caes
assintomaticos, apresentam alto titulo de anticorpos (Harrus et al. 1998).

Conclusao

A presenca de hiperglobulinemia nos animais infectados est4 associada a prolongada estimula¢do antigénica
realizada pela E. canis, consequentemente também levando ao aumento de IgG (anticorpos contra a doenga) e
contribuindo para a diminui¢do da albumina, que pode ocorrer devido ao processo inflamatério causado pela
bactéria, como na vasculite e aumento da permeabilidade vascular. Esse processo inflamatério pode ser detectado
através do aumento da proteina de fase aguda positiva a-1-antitripsina, o qual indica uma resposta ativa. Portanto,
a avaliacdo desses parametros é importante para o diagndstico da doenga na fase subclinica devido a auséncia de
sinais clinicos e para que o tratamento seja instituido antes da evolugdo para a fase crdénica. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para completa elucidacdo dos resultados obtidos.

Nos exames ultrassonograficos, alguns cdes do grupo infectado apresentaram lin-fonodomegalia, esta alteragio
pode estar relacionada com a doenca erliquiose, segundo Couto (1998), uma grande quantidade de bactérias se
concentram em macrdfagos esplénicos, sendo assim consequentemente, figado e linfonodos, que também
participam do sis-tema fagocitico mononuclear, podem ser afetados. Outro achado comum nos animais positivos
para Ehrlichia canis, foi a presenca de lama biliar, esta alteragao é considerada como um achado comum em caes,
sendo considerada fisiolégica (Ko et al. 1999). Outra alteracdo encontrada em alguns dos cies do grupo infectado
foi a nefropatia cronica bilateral, esta alteragdo pode estar relacionada a deposicdo de imunocomplexos nos rins,
levando consequentemente na destruicdo das células renais pelo sistema imune, assim como demonstram alguns
estudos (Silva et al. 2015). Ademais, a presenca de cistite em alguns animais pode estar relacionada a altera¢do
renal, devido a ineficiéncia de executar sua funcao de filtra e reabsorver a glicose, tornando a urina um meio de
cultura ideal para agentes causadores de afec¢des como a cistite (Faria et al. 2011). Alguns cdes apresentaram
hiperplasia prostatica benigna, o valor elevado desta incidéncia pode estar relacionado ao fato de se tratarem de
cdes idosos e nido castrados, ndo havendo possivel relacido com a erliquiose.
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Figure Legends

Fig. 1-4. Clinical presentation of animals affected by leukoencephalomalacia. (1-2) Horses presenting head
pressing. (3-4) Horses presenting semicomatose mental state and lateral recumbency. Botucatu/SP, 2019.

Fig. 5-7. Macroscopic and microscopic alterations observed in the central nervous system of the animals affected
by leukoencephalomalacia. (5) Gross image of an equine brain affected by leukoencephalomalacia with
hemispheres asymmetry (arrow). (6) Microscopic image of white matter malacia with moderate glial cells and
vascular congestion. Cortex. HE, obj.40x. (7) Microscopic image of white matter necrosis and mild hemorrhage.
Brainstem. HE, obj.40x. Botucatu/SP, 2019.

Fig. 8. Mycotoxicological analysis by HPLC technique of the contaminated feed offered to five horses affected by
leukoencephalomalacia (n=5). Botucatu/SP, 2019.
Table Titles

Table 1. Identification and neurological clinical signs of the affected animals by leukoencephalomalacia (n=11), in
Botucatu/SP, 2019

Table 2. Serum biochemistry and cerebrospinal fluid findings from affected horses with leukoencephalomalacia
(n=8), in Botucatu/SP, 2019
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