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RESUMO

OLIVEIRA, Aécio Carlos de, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2015. Diagnostico das hemoparasitoses caninas por biologia molecular, alteracoes
hematolégicas e centrifugacido por gradiente. Orientador: Lissandro Gongalves
Conceicdo. Coorientador: Claudio Lisias Mafra de Siqueira.

Neste estudo foram analisadas 100 amostras de sangue de cdes com trombocitopenia
importante (plaquetas < 100.000/uL), oriundas da rotina laboratorial de atendimento do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vigosa, Minas Gerais.
Todas as amostras de sangue foram submetidas ao analisador hematoldgico automaético,
a confeccao de esfregacos sanguineos de sangue total, a capa de leucdcitos e a técnica
de centrifugacio por gradiente de densidade. Além disto, as amostras foram submetidas
a extracdo de DNA e posteriormente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para o
diagnéstico molecular de Ehrlichia spp., Hepatozoon sp., Babesia spp., Anaplasma spp.
e Leishmania spp. Os resultados da PCR confirmaram amostras positivas para Ehrlichia
spp. (69%), Hepatozoon sp. (25%), Babesia spp. (16%) e Anaplasma platys (4%), com
alguns animais apresentando até trés patdgenos em coinfec¢do. Verificou-se ainda
estreita relacdo entre a ocorréncia da trombocitopenia e erliquiose e a alta frequéncia de
coinfecgdes. A centrifugacdo por gradiente de densidade mostrou-se bastante sensivel
na identificacdo do Hepatozoon canis, com resultados superiores aos das técnicas
tradicionais (esfregaco sanguineo e capa de leucdcitos) e concordancia substancial com
a PCR. Foram observadas diferencgas significativas nos parametros sanguineos entre os
animais com e sem hematozodrios, como a presenca de desvio nuclear de neutréfilos a
esquerda maior nos animais positivos para Babesia spp. e alteracdes no volume
plaquetirio médio e PDWc nos animais com erliquiose. No sequenciamento realizado,
identificou-se a presenca de vdrias espécies, incluindo Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis, Hepatozoon canis, Babesia canis vogeli, Anaplasma platys, Anaplasma
phagocytophilum e Rangelia vitalii, sendo os patogenos Ehrlichia chaffeensis e

Anaplasma phagocytophilum relacionados a infec¢des em humanos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Aécio Carlos de, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February of
2015. Density gradient centrifugation, molecular biology and hematological
changes in the diagnosis of canine hemoparasitoses. Adviser: Lissandro Gongalves
Conceigdo. Co-Adviser: Cldudio Lisias Mafra de Siqueira.

In this study we analyzed blood samples from 100 dogs with important
thrombocytopenia (Platelets < 100.000/uL), of the routine care of the Veterinary
Hospital from Universidade Federal de Vicosa (UFV). All Samples were processed on
automated hematology analyzer and subjected to analysis of their blood smears, buffy
coat, and the density gradient centrifugation technique. In addition, samples were
subjected to procedure for DNA extraction and subsequent polymerase chain reaction
(PCR) to Ehrlichia spp., Hepatozoon sp., Babesia spp., Anaplasma spp. and Leishmania
spp. The PCR results confirmed positive samples to Ehrlichia spp. (69%), Hepatozoon
sp. (25%), Babesia spp. (16%) and Anaplasma platys (4%), with some animals having
up to three concomitant pathogens. We also found a close relationship between the
occurrence of thrombocytopenia and ehrlichiosis and the high frequency of coinfection.
The density gradient centrifugation showed to be more sensitive at detecting
Hepatozoon canis than traditional tecniques (blood smears, buffy coat) and the results
are in agreement to those by PCR. Significant differences were observed in blood
parameters between animals with and without hemoparasite, such as presence of a
nuclear deviation of neutrophils on the left bigger in positive animals for Babesia spp.
and changes in mean platelet volume and PDWc in animals with ehrlichiosis. In the
sequencing performed we identified the presence of several species, including Ehrlichia
canis, Ehrlichia chaffeensis, Hepatozoon canis, Babesia canis vogeli, Anaplasma
platys, Anaplasma phagocytophilum and Rangelia vitalii, being the Anaplasma

phagocytophilum and Ehrlichia chaffeensis related pathogens infections in humans.
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1. INTRODUCAO GERAL

As hemoparasitoses como anaplasmose, babesiose, erliquiose e hepatozoonose
figuram entre as principais doengas que afetam os cdes de todo o mundo, apresentando
em comum carrapatos do complexo Rhipicephalus sanguineus como principal vetor
(HARRUS et al., 1997, DUMLER et al., 2001; O’'DWYER, 2011). Na busca por
métodos de diagndsticos para pesquisa desses agentes em substituicdo aos esfregacos
sanguineos, caracterizados pela baixa sensibilidade, o diagndstico e a caracterizacdo
molecular t€ém demonstrado maior sensibilidade, contribuindo inclusive para a
identificacdo de novas espécies e o entendimento dos processos de transmissdo e
disseminagdo desses agentes.

Como as técnicas moleculares ainda ndo sdo empregadas de forma rotineira no
diagnéstico das hemoparasitoses em pequenos € médios laboratérios de andlises
clinicas, no Brasil, as chances de resultados falso-negativos decorrentes de exames
microscopicos, com base em esfregacos sanguineos, devem-se a baixa sensibilidade das
técnicas empregadas. Assim, o desenvolvimento de técnicas rdpidas, mais sensiveis e
que ndo demandem mao de obra especializada e grandes investimentos em
equipamentos podem atenuar esse problema. Neste sentido, a centrifugacdo por
gradiente de densidade (CGD) que concentra células onde estdo presentes patdgenos
como Ehrlichia spp. € Hepatozoon canis podem melhorar a sensibilidade da pesquisa de
hematozodrios.

Os hematozodrios também sdo conhecidos por levarem a alteracdes hematoldgicas
nas séries vermelha, branca e das plaquetas (BANETH; WEIGLER, 1997; DUMLER et
al., 2001; DANTAS-TORRES; FIGUEIREDO, 2006). Portanto, o conhecimento das
alteracoes hematoldgicas especificas produzidas nos animais, por cada hematozoario,
pode contribuir de forma significativa para o diagndstico diferencial, quando ndo for
possivel a identifica¢do do agente causador da enfermidade.

Considerando as informacdes citadas, este trabalho consistiu em trés objetivos
principais:

1 — testar a centrifugacdo por gradiente de densidade como técnica alternativa no
diagnéstico diferencial de organismos dos géneros Ehrlichia spp. e Hepatozoon sp.;

1 relacionar a presenca dos hematozodrios com as alteracdes hematoldgicas

verificadas nos cdes em estudo; e



2 identificar por técnicas moleculares e caracterizar os principais hematozodrios

presentes nos animais sob estudo na microrregido de Vigosa.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trombocitopenias

As trombocitopenias sdo coagulopatias plaquetdrias cujo nimero de plaquetas
circulantes encontra-se diminuido, podendo ser apldsicas ou de consumo. As
trombocitopenias apldsicas sdo decorrentes de hipoplasia megacariocitica (resultantes de
lesdes medulares causadas por drogas, infeccdes ou radiagdes) e metaplasia medular
(quando h& substituicdo dos megacaridcitos por outras células, como nas leucemias,
linfomas e mielofibrose). As trombocitopenias de consumo sio causadas pelo consumo
excessivo no local da afecgdo, por exemplo: doengas infecciosas hemorrdgicas (peste
suina e leptospirose), purpura trombética trombocitopénica, coagulagdo intravascular
disseminada (CID) e trombocitopenias de origem imunoldgica, quando ha destruicdo
plaquetaria por anticorpos (GARCIA-NAVARRO, 2005).

Em céaes, a erliquiose, a babesiose € a anaplasmose sdo doencas conhecidas
como indutoras de trombocitopenias, sendo a erliquiose a principal delas (HARRUS,

1997; GUIMARARES et al., 2004 BAKER, 2007).

2.2 Biologia molecular

A revolucdo molecular comecou quando Watson e Crick, em 1953, propuseram a
estrutura de dupla-fita do DNA, vindo a seguir como fato marcante, em 1975, a
purificacdo de enzimas de restri¢cdo por Nathans e Smith, que sdo ferramentas essenciais
para o isolamento e a amplificacdo de fragmentos especificos de DNA e para a
clonagem in vivo, tecnologia desenvolvida a partir das técnicas de DNA recombinante,
descritas anteriormente por Berg, em 1972 (MOLINA; TOBO, 2004). Em 1987, Kary
Mullis propds a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), marco principal no
desenvolvimento das técnicas de diagndstico molecular. Desde entdo o
desenvolvimento das técnicas de genética molecular tem revolucionado a préitica da
patologia, da anatomia e das andlises clinicas, atuando principalmente no diagndstico de
doencas infecciosas, cancer, doencas genéticas, transplantes e patologia clinica
(LINSCOTT, 2002; PASSOS-BUENO; MOREIRA, 2004). Esses estudos permitem
utilizar diversas amostras bioldgicas, como sangue periférico, fluidos corporais,

materiais obtidos por meio de puncdo, tecidos frescos e parafinizados. Na drea de



doencas infecciosas, as técnicas moleculares sdo extremamente tUteis na deteccdo de
microrganismos de crescimento lento, ou daqueles ndo cultivdveis, sendo também
empregadas na determinagdo de resisténcia antimicrobiana, no monitoramento de
doengas por meio da quantificagdo dos agentes envolvidos na infeccdo e em estudos
epidemioldgicos (LINSCOTT, 2002).

Na Medicina Veterindria, as técnicas moleculares tém sido utilizadas com sucesso
no diagndstico de diversos patdgenos, por exemplo: Ehrlichia (DAGNONE et al.,
2003), Anaplasma (BROWN et al., 2001), Babesia (CRIADO-FORNELIO et al., 2003)
e Hepatozoon MATHEW et al., 2000).

2.3 Babesia spp.

A babesiose canina € causada pelo protozodrio Babesia, que compreende duas
espécies: a B. gibsoni e B. canis (LOBETTI, 1998), sendo esta dltima, subdividida em
trés subespécies: B. canis canis, B. canis vogeli e B. canis rossi (CARRET et al., 1999).
No Brasil, a espécie mais comumente observada é a B. canis vogeli (PASSOS et al.,
2005), com relatos também de B. canis rossi (VASCONCELOS, 2010) e B. gibsoni
(TRAPP et al., 2006). Conhecidos como carrapatos vetores de B. gibsoni e B. canis
vogeli, os carrapatos do complexo Rhipicephalus sanguineus estdo presentes em todo o
Brasil, especialmente em dreas urbanas (SZABO et al., 2007). Apesar de o exame
microscopico direto ser o método convencional para deteccdo de Babesia spp. em
amostras de sangue de animais enfermos, sendo um método de diagndstico conclusivo
de fécil execucao e de baixo custo, ele ndo € apropriado para a diferenciacdo de espécies
ou subespécies de Babesia (CACCIO et al., 2002).

Na babesiose, as subespécies de B. canis apresentam diferentes niveis de
patogenicidade. A B. c. rossi, transmitida pelo carrapato Haemaphysalis leachi, é
considerada de elevada patogenicidade; a B. c. vogeli, transmitida por carrapatos do
grupo Rhipicephalus sanguineus, é considerada de moderada patogenicidade; e a B. c.
canis, transmitida pelo Dermacentor reticulatus, € considerada de baixa patogenicidade
(UILENBERG et al., 1989). Predominantemente, constata-se que animais infectados
por B. canis vogeli apresentam anemia regenerativa (CARLI et al., 2009) e diminui¢do
do volume globular (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006), com a ocorréncia de
trombocitopenia sendo descrita por vérios autores, embora sua causa ainda ndo esteja

completamente elucidada (BRANDAO; HAGIWARA, 2002; DANTAS-TORRES;



FIGUEREDO, 2006). Tém-se como mecanismos mais provdveis deste achado a
destruicao mediada por anticorpos e o consumo acelerado de plaquetas em decorréncia
de vasculite endotelial ou sequestro esplénico (BRANDAO; HAGIWARA, 2002).
Anemia normocitica, normocrdmica, policromasia, anisocitose, leucocitose por
neutrofilia, monocitose, linfopenia e trombocitopenia foram relatadas nessa enfermidade
por Guimaraes et al. (2004).

Nos dltimos anos, as técnicas moleculares, incluindo a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a andlise das sequéncias, tém representado métodos precisos de
identificacdo das espécies, utilizados para o diagnéstico individual e para estudos
epidemioldgicos das babesioses em caes (ZAHLER et al., 2000a,b; CACCIO et al.,
2002; INOKUMA et al., 2003). Abordagens recentes no campo da biologia molecular
ttm aumentado a utilizacdo de técnicas moleculares, tornando essas ferramentas
apropriadas para estudos taxondmicos e caracterizacdo filogenética (UILENBERG,
2006), o que tem resultado em novas descobertas e no surgimento de novos grupos, com
diversas sugestOes para alteragdes taxondmicas (KJEMTRUP; CONRAD, 2006;
HUNFELD et al., 2008).

2.4 Rangelia vitalii

Em 1908, uma nova doenca canina foi relatada no Brasil com o nome de
“nambiuvd”, uma palavra indigena que em guarany significa “orelhas sangrentas”. Mais
tarde essa doenca foi relacionada a um novo piroplasma, chamado Piroplasma vitalii
(PESTANA, 1910). As semelhancas na morfologia intraeritrocitica com a B. canis e
com os sinais clinicos laboratoriais da babesiose fundamentaram sua classificacio
taxondmica inicial. No entanto, por sua capacidade de parasitar macrofagos e células
endoteliais, esse parasito foi classificado em um novo género, Rangelia vitalii
(CARINI; MACIEL, 1914; LORETTI; BARROS, 2005). Apés vérias discussdes quanto
a real posi¢do taxondOmica desse parasito, R. vitalii foi descrito como sindnimo de B.
canis em diversos livros do final do século (LEVINE, 1973; PEIRCE, 2000), o que
atualmente, com base em evidéncias moleculares, tem sido questionado, evidenciando

as diferencas entre esses dois géneros (EIRAS et al., 2014; SOARES et al., 2014).



2.5 Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

Inicialmente classificados de acordo com a célula parasitada — granuldcito,
linfécito, mondcito e plaqueta, os organismos do género Ehrlichia sio atualmente
agrupados de acordo com suas caracteristicas moleculares (principalmente para os genes
rRNA 16S e groESL), suas propriedades antigénicas, sua ecologia, sua distribui¢io
geogréfica e sua patogenicidade. Assim, Dumler et al. (2001) propuseram que: i) o
género Anaplasma fosse expandido para incluir Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia
bovis e Ehrlichia platys, sendo o Anaplasma phagocytophila considerado sindnimo de
Ehrlichia equi e do agente da erliquiose granulocitica humana; ii) a espécie Cowdria
ruminantium fosse colocada no género Ehrlichia como FEhrlichia ruminantium,
Juntamente com as espécies Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii e
Ehrlichia muris; iii) o género Neorickettsia fosse expandido para incluir as espécies
Ehrlichia risticii e Ehrlichia sennetsu; e iv) a espécie Wolbachia pipientis se tornasse
membro unico do género Wolbachia.

A FEhrlichia é uma bactéria Gram negativa, de vida intracelular obrigatoria,
pertencente a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmatacea (DUMLER et al., 2001).
Diagnosticada pela primeira vez por Donatien e Lestoquard em 1935, seu principal
vetor € o carrapato R. sanguineus (GROVES et al., 1975). A primeira descricdo de
Ehrlichia em caes foi feita em 1935 por Donatien e Letosquard, na Argélia. No Brasil, o
primeiro relato em cdo foi feito na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais (COSTA et
al., 1973).

Clinicamente, as erliquioses caninas figuram dentre as mais graves doencgas
infecciosas que acometem os cdes, principalmente quando causadas por E. canis, agente
etiolégico da erliquiose monocitica canina (EMC) (DUMLER et al., 2001).
Experimentalmente, os animais inoculados com E. canis caracterizam-se por apresentar
febre, esplenomegalia, linfadenomegalia, perda de peso, anorexia e prostracdo
(HASEGAWA, 2005). Com periodo de incubacdo que varia de 8 a 20 dias, a erliquiose
monocitica canina € uma doenca caracterizada por trés fases distintas: aguda,
assintomdtica ou subclinica e cronica. Na fase aguda observam-se manifestacoes
clinicas inespecificas nos cdes, com estes normalmente se recuperando de forma
espontinea, entrando numa fase assintomdtica ou subclinica, podendo permanecer
infectados por longos periodos. Nessa fase os animais imunocompetentes podem

eliminar o parasita ou, em alguns casos, desenvolver a fase crénica da doencga,



caracterizada por supressao medular com pancitopenia, sangramentos das mucosas e
conjuntivas e alta letalidade (HARRUS et al., 1997; NEER, 1998). Dentre os resultados
laboratoriais mais comuns na erliquiose canina, tem-se a anemia nio regenerativa,
normocitica e normocrdmica, acompanhada de leucopenia e trombocitopenia
(GARCIA-NAVARRO, 2005). Em estudo realizado com caes, relacionando-se o
resultado positivo da PCR para o diagndstico de E. canis com a determinacdo de
trombocitopenia quando da avaliacdo laboratorial, Neer e Harrus (2006) observaram
trombocitopenia e anemia em 82% das amostras analisadas, sendo a ocorréncia de
trombocitopenia reportada em todos os estdgios da doenca, com anemia geralmente do
tipo arregenerativa. Também ¢é relatada a queda no ndmero de plaquetas a partir da
segunda semana pds-infeccdo, permanecendo baixa por toda fase aguda e cronica da
doencga (OLIVEIRA et al., 2000; MOREIRA et al., 2003; CASTRO et al., 2004).

Em 1987, Maeda e colaboradores relacionaram a Ehrlichia chaffeensis a um
caso de erliquiose humana, demonstrando seu cardater/potencial zoondtico. Nos anos
seguintes, outros casos de erliquiose humana por E. chaffeensis e E. canis foram
relatados em diversos locais do mundo (SEXTON et al., 1998; PATEL; BIRD, 1999;
PEREZ et al., 2005), demonstrando sua grande dispersao (ndo hd ainda comprovagao
definitiva de infeccdo por E. canis), o que fez com que o assunto despertasse maior
interesse entre os pesquisadores e as autoridades de saude.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizada com sucesso para a
amplificacdo de genes especificos do DNA de E. canis no sangue de cies infectados, o
que permite sua evidenciacdo durante a fase aguda de infec¢do mesmo que essa bactéria
exista em quantidades infimas na amostra bioldgica de estudo (DAVOUST et al., 1999).
Técnicas para o diagndstico molecular podem ser utilizadas na deteccio de DNA de
E. canis tanto em amostras sanguineas quanto em outros tecidos, como pulmao e baco,
permitindo ainda o diagndstico de erliquiose sobre um fragmento de tecido fresco ou
congelado (DAVOUST et al., 1999). No inicio dos anos 2000, foram desenvolvidas
novas estratégias de PCR além da PCR simples ou convencional, quais sejam a nested-
PCR e a PCR em tempo real, as quais permitiram melhorar a sensibilidade dessa técnica
(MATHEW et al., 2000). Quanto a precocidade da deteccao, Wen et al. (1997)
constataram que a nested-PCR possibilita a detec¢io de DNA de E. canis na capa de
leucocitos de cdes infectados experimentalmente logo aos quatro dias pds-infecgdo.
Diversos pesquisadores identificaram, com sucesso, cdes natural e experimentalmente

infectados com E. canis pela PCR, nested-PCR e PCR em tempo real (MACIEIRA et



al., 2005; DINIZ et al., 2007; LABRUNA et al., 2007; DAGNONE et al., 2009; FARIA
et al.,2010; NAKAGHI et al., 2010). Vale registrar a primeira caracterizacdo molecular
de uma cepa brasileira de E. canis realizada por Aguiar et al. (2008), utilizando os genes
dsb, 16S rDNA e p28.

Na deteccdo do A. platys, a PCR € considerada a técnica de maior sensibilidade
no diagndstico da doenga, auxiliando na classificacio taxonOmica desse agente
infeccioso e na identificacdo de gé€neros e espécies de carrapatos que podem servir de
vetores para a doenca, permitindo ainda a distingdo entre os pacientes que
permaneceram com infeccdo e aqueles que foram tratados com sucesso (PERSING,
1996; MASSUNG et al., 1998; INOKUMA et al., 2001; BROWN et al., 2005). Essa
técnica auxilia ainda na detec¢do de novas cepas ou variantes de espécies, permitindo a
deteccao precoce de infeccao, podendo ser utilizados sangue total ou fragdes celulares,
tecidos frescos ou parafinados, medula 6ssea ou carrapatos como materiais biolégicos
para identificacdo desse organismo (PERSING, 1996; VINASACO et al., 2007).

No diagnoéstico do A. phagocytophilum, muitos testes da PCR convencional e em
tempo real t€m sido desenvolvidos para deteccao de DNA no sangue periférico, na capa
leucocitaria, na medula 6ssea e nas amostras de tecido esplénico, tendo o 16S rRNA e o
MSP2 como genes-alvo da maioria dos testes utilizados (SANTOS, 2011). Em caes
experimentalmente infectados, os resultados da PCR em sangue total foram positivos
entre seis e oito dias antes e trés dias depois do aparecimento de mérulas no esfregaco

sanguineo (EGENVALL et al., 1998; EGENVALL et al., 2000b).

2.6 Hepatozoon sp.

Originalmente descrito na India, o género Hepatozoon foi inicialmente
classificado como Leucocytozoon canis (BENTLEY, 1905a,b; JAMES, 1905). Wenyon
(1910) sugeriu que o nome genérico Leucocytozoon fosse substituido por Hepatozoon,
sendo a partir de entdo denominado H. canis, tendo o carrapato marrom, do grupo
Rhipicephalus sanguineus, como hospedeiro invertebrado (CHRISTOPHERS, 1907). O
género Hepatozoon compreende protozodrios pertencentes ao filo Apicomplexa, familia
Hepatozoiidae, subordem Adeleorina (WENYON, 1926). Anos mais tarde o
Hepatozoon foi separado em duas espécies distintas, H. canis e H. americanum
(BANETH et al., 2000; MATHEW et al., 2000), sendo o H. canis transmitido pela
ingestao do carrapato Rhipicephalus sanguineus (CHISTOPHERS, 1907).



A hepatozoonose canina foi descrita pela primeira vez em solo brasileiro por
Massard, em 1979, no Estado do Rio de Janeiro. Em nosso pais, boa parte dos caes
infectados apresenta infec¢do subclinica por Hepatozoon canis, encontrado com
bastante frequéncia em associacdo simultdnea com outros patégenos, como
Babesia spp. e Ehrlichia spp. (O’CDWYER, 2011), com seus gamontes podendo ser
observados em neutréfilos e mondcitos (MAKIMURA ; KINJO, 1991; MURATA et al.,
1993; BANETH; WEIGLER, 1997). Entre 28 e 43 dias ap6s a infeccdo pode-se
observar pela primeira vez a presenga de gamontes de H. canis em células do sangue
periférico (BANETH et al., 1998), podendo constatar alta parasitemia associada a
doenca grave, caracterizada por anemia, febre, anorexia, perda de peso e corrimento
ocular (BANETH; WEIGLER, 1997). Junto com a necropsia evidenciou-se a presenca
de esquizontes de Hepatozoon no bago, nos pulmdes, no figado, nos rins, no pancreas,
na medula 6ssea e na pleura (BANETH; WEIGLER, 1997). Anorexia, hipertermia,
diarreia, alteragcOes respiratdrias, palidez de mucosa, apatia e prostragdo em animais com
hepatozoonose, associada ou ndo a outras hemoparasitoses, também foram observadas
(MUNDIM et al., 2008). Murata et al. (1991) relataram a paralisia dos membros
posteriores como principal sintoma, enquanto Vincent-Johnson (2003) verificou atrofia
muscular e caquexia cronica em animais infectados por H. americanum. Os resultados
hematoldgicos mais comuns nessa enfermidade sio anemia ndo regenerativa e
leucocitose com neutrofilia sem desvio nuclear de neutréfilos a esquerda (BANETH;
WEIGLER, 1997; EWING et al., 2000; VINCENT-JOHNSON, 2003), com a contagem
de plaquetas apresentando-se normal ou aumentada na maioria dos casos (VINCENT-
JOHNSON, 2003). Ibrahim et al. (1989) verificaram que todos os neutréfilos
parasitados sdo deficientes em mieloperoxidase, com esta deficiéncia provavelmente
reduzindo a funcdo fagocitica dos neutréfilos, o que pode tornar o animal altamente
suscetivel as infec¢des sistémicas.

Os primeiros estudos moleculares sobre o Hepatozoon datam da década de 1990,
em pesquisas realizadas com serpentes (WOZNIAK et al., 1994; SMITH et al., 1999).
Baneth et al. (2000), por meio de estudos genéticos e de propriedades antigé€nicas,
reforcaram a separacdo do Hepatozoon em duas espécies diferentes: H. canis e
H. americanum. Mathew et al. (2000) foram os primeiros a sequenciar o gene 18S
rRNA das duas espécies de Hepatozoon que infectam caes: H. americanum e H. canis,
com os resultados obtidos indicando uma estreita relacdo de grupo entre as duas

espécies. Também em 2000, Baneth et al., com base em diferencas genéticas e



antigénicas, confirmaram a separacdo desse gé€nero em duas espécies distintas. A PCR
tem sido utilizada para o diagndstico do H. canis, demonstrando alta sensibilidade
(INOKUMA et al., 2002; CRIADO-FORNELIO et al., 2003; RUBINI et al., 2005;
PALUDO et al., 2005; KARAGENC et al., 2006; FORLANO et al., 2007; LI et al.,
2008; LASTA et al., 2009). No inicio dos anos de 2000, Paludo et al. (2005) e Rubini et
al. (2005) realizaram a caracterizacdo molecular do Hepatozoon, relacionando a espécie
brasileira a japonesa de H. canis INOKUMA et al., 2002), sendo os primers sugeridos
por Inokuma et al. (2002): HepF 5> — ATA CAT GAG CAA AAT CTC AAC -3’ ¢
HepR 5° — CTT ATT ATT CCA TGC TGC AG — 3’, utilizados com sucesso por varios
pesquisadores brasileiros (RUBINI et al., 2005; FORLANO et al., 2007; LASTA et al.,
2009).

2.7 Sensibilidade das técnicas de diagndstico laboratorial

Geralmente a deteccdo da Ehrlichia spp. e Hepatozoon sp. € baseada no
diagnostico direto por meio de esfregacos sanguineos (O’DWYER et al., 2001;
AGUIAR et al., 2004; SOARES et al., 2006; CARLOS et al., 2007). Por essa
caracteristica, estima-se que os dados a respeito da prevaléncia de ambos sejam
subestimados devido a baixa sensibilidade (O’ DWYER et al., 2001; MYLONAKYS et
al., 2003) e especificidade no caso de E. canis (RIKIHISA et al., 1994).

No caso do H. canis, hd grande dificuldade de diagndstico pela pesquisa dos
gamontes em esfregacos sanguineos, principalmente nas parasitemias baixas e
intermitentes (BANETH et al., 1998). Neutrofilos e mondcitos podem ser parasitados e
sofrer alteragdes morfologicas causadas pelo parasita, o que dificulta a identificacdo
correta da célula (MURATA et al., 1993). A PCR para H. canis tem sido utilizada nos
dltimos anos, demonstrando alta sensibilidade (INOKUMA et al., 2002; CRIADO-
FORNELIO et al, 2003; KARAGENC et al., 2006; LI et al., 2008; PALUDO et al.,
2005; RUBINI et al., 2005; FORLANO et al., 2007; LASTA et al., 2009), entretanto
sua utilizagdo, por causa da sensibilidade, ainda ndo foi incorporada a rotina laboratorial
de pequenos e médios laboratérios de andlises clinicas, estando presente de forma mais
contundente em laboratérios com mais recursos financeiros e técnicos e nas instituicoes
de pesquisa.

Na erliquiose, apesar de a detec¢do direta atualmente realizada por meio de

esfregacos sanguineos ser a técnica-padrao mais utilizada, em virtude de sua rapidez, ela
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se mantém como técnica de baixa sensibilidade, visto o pequeno nimero de células com
o parasita, considerando quadros comumente caracterizados por leucopenia e a
dependéncia do microscopista, devido ao cansago do observador, decorrente do nimero
de esfregacos e células examinados (PADDOCK; CHILDS, 2003; PASSOS et al.,
2005). Neste sentido, diversos estudos tém produzido resultados varidveis quanto a
sensibilidade de observacdo de mérulas em esfregaco sanguineo, na capa de leucécitos e
em aspirados e esfregacos de Orgdos ricos em células do sistema mononuclear
fagocitario, com resultados variando bastante. Tém sido obtidos valores de detec¢do em
esfregaco, quando da utilizacdo da capa de leucdcitos, desde 0% (SILVEIRA, 1992),
1% (SAINS-RODRIGUEZ, 1996), 4% (ELIAS, 1991) até extremos de 66%
(MYLONAKIS et al., 2003). Mylonakis et al. (2003), comparando os resultados do
diagndstico direto para E. canis a partir de diferentes tecidos, como sangue periférico
(SP), aspirados de medula 6ssea (MO), linfonodo (LN) e capa de leucdcitos (CL),
concluiram que o diagndstico a partir de SP € o que apresenta a menor sensibilidade
(8%), quando comparado ao da MO (34%), do LN (60,9%) e da capa de leucdcitos
(66%), o que desencoraja a utilizacdo dessa técnica para diagndstico e demonstra a
necessidade do desenvolvimento de técnicas mais sensiveis e especificas. Herndndez
(2010), em um estudo com 91 caes, encontrou 4% e 40% de positividade para pesquisa
em esfregacos sanguineos e PCR, respectivamente. Em outro estudo semelhante,
Ramos et al. (2009) avaliaram 100 animais e constataram que nove apresentaram
resultados positivos para E. canis, pela andlise do esfregaco sanguineo, e 57, pela
utilizacdo da nested-PCR, devendo ser ressaltado que dos nove casos positivos, quatro
apresentaram resultados negativos quando a técnica da PCR convencional foi utilizada.
Ueno et al. (2009), em experimento avaliando 70 cades com diagnostico presuntivo de
EMC, confirmaram que 40% das amostras analisadas apresentavam DNA compativel
com o género Ehrlichia, e constataram que somente em 7,1% desses cdes (cinco
animais) foi possivel a visualizacdo de moérulas de Ehrlichia spp., com uma das
amostras testadas apresentando resultados negativos com o uso da PCR convencional.
Esses trabalhos, mostrando casos de positividade em esfregacos sanguineos nao
confirmados pela técnica de PCR, demonstram que a experiéncia do profissional de
laboratério é de suma importincia para que resultados falso-positivos ndo sejam

liberados em laudos laboratoriais.
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2.8 Centrifugacao por gradiente de densidade

A centrifuga¢do por gradiente de densidade (CGD) tem sido utilizada em
diversos procedimentos em que a separacdo ou purificacdo de algum tipo celular
especifico € necessaria, como no cultivo de células-tronco (KAWASAKI-OYAMA et
al., 2008), na separacdo e concentracdo de mononucleares (ALVES et al., 2009), nos
trabalhos de reprodugdo com gametas (ALMEIDA; ALVAREZ, 2003) e na
concentracdo de oocistos no diagnéstico de Criptosporidium (LIMA & STAMFORD,
2003). Como as moérulas de Ehrlichia spp. e os gamontes de Hepatozoon sp. estdo
presentes em mononucleares, a concentracdo dessas células possivelmente aumentara as
chances de se encontrar esses agentes patogénicos. Nao foram encontrados trabalhos

utilizando a CGD no diagndstico de hemoparasitoses.
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CAPITULO 1 - DIAGNOSTICO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS
HEMOPARASITOSES EM CAES TROMBOCITOPENICOS

1. Introducao

Hemoparasitoses como anaplasmose, babesiose, erliquiose e hepatozoonose
figuram entre as principais doencgas que afetam os caes em todo o mundo, apresentando
em comum os carrapatos do grupo Rhipicephalus sanguineus como principais vetores.
Na busca por métodos de diagndsticos para pesquisa desses agentes, em substitui¢do aos
esfregacos sanguineos caracterizados pela baixa sensibilidade, a utilizacdo de técnicas
com base na biologia molecular tem se destacado, contribuindo inclusive com a
possibilidade de identificacdo de novas espécies e a melhor compreensdo dos processos

de transmissdo e disseminacdo desses patdogenos.

2. Metodologia
2.1 Amostras

Entre os meses de marco de 2013 e janeiro de 2014 foram obtidas amostras de
sangue total com EDTA de 100 cées (56 fémeas e 44 machos) com trombocitopenia
importante (plaquetas < 100.000/uL), de ragas e idades variadas, oriundos da

microrregido de Vigosa, Minas Gerais.

2.2 Local de processamento das amostras

O processamento das amostras foi realizado no Laboratério Clinico do
Departamento de Veterindria e no Laboratério de Parasitologia e Epidemiologia
Molecular (LAPEM) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, ambos da

Universidade Federal de Vicosa.

2.3 Extracio de DNA

A extragio de DNA de sangue total foi realizada com kit', seguindo as
recomendacdes do fabricante. O DNA extraido foi identificado e armazenado a -20°C,

até a realizacao das PCRs.

' Wizard Genomic DNA Purification — Promega Corporation.
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2.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificacdo do DNA de bactérias do género Ehrlichia foi realizada por PCR.
Resumidamente, realizou-se a primeira reacdo com a utilizagdo de oligonucleotideos
iniciadores (primers) baseados na sequéncia parcial do gene 16S rDNA presente em
todas as ehrlichias ECC (5’-GAA CGA ACG CTG GCG GCA AGC-3’) e ECB (5’-
CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC A-3’), com desnaturacdo inicial a 94 °C, por
2 minutos, seguida por 40 ciclos com desnaturagdo a 94 °C, por 1 minuto, anelamento a
65 °C, por 1 minuto, extensdo a 72 °C, por 1 minuto, e pela extensao final a 72 °C, por
5 minutos (DAWSON et al., 1994). Em seguida, as amostras positivas para Ehrlichia
spp. foram testadas para E. canis com os primers HE3 (5’-TAT AGG TAC CGT CAT
TAT CTT CCC TAT-3") e ECAN (5’- CAA TTA TTT ATA GCC TCT GGC TAT
AGG A-3’), com trés ciclos a 94 °C, por 1 minuto, 55 °C, por 2 minutos, e 72 °C, por
90 segundos; 37 ciclos de 92 °C, por 1 minuto, 55 °C, por 2 minutos e 72 °C , por
90 segundos, seguidos por uma etapa de extensdo final a 72 °C, por 7 minutos
(MURPHY et al., 1998). As amostras negativas para Ehrlichia canis foram testadas
com os primers Dsb-330 (5’-GAT GAT GTC TGA AGA TAT GAA ACA AAT-3’) e
Dsb-728 (CTG CTC GTC TAT TTT ACT TCT TAA AGT-3’), com base na sequéncia
parcial do gene dsb, a 95 °C, por 2 minutos, 50 ciclos de 95 °C, por 15 segundos, 58 °C,
por 30 segundos, 72 °C, por 30 segundos e 72 °C, por 5 minutos (DOYLE et al., 2005).

A amplificacdo do DNA do protozodrio do género Hepatozoon foi realizada com
primers baseados na sequéncia parcial do gene 18S rDNA, presente em todos os
hepatozoons, HepF (5°~ATA CAT GAG CAA AAT CTC AAC - 3’) e HepR (5-CTT
ATT ATT CCA TGC TGC AG - 3’), com desnaturagdo inicial a 94 °C, por 1 minuto,
seguida de 35 ciclos contendo desnaturagdo a 94 °C, por 1 minuto, anelamento a 57 °C,
por 1 minuto, extensdo a 72 °C, por 1 minuto, e extensdo final a 72 °C, por 5 minutos
(INOKUMA et al., 2002).

Para Babesia spp., as andlises foram realizadas utilizando os primers Piro A (5’-
AAT ACC CAA TCC TGA CAC AGG G-3’) e Piro B (5’-TTA AAT ACG AAT GCC
CCC AAC-3’), baseados na sequéncia parcial do gene ssu rDNA, com desnaturacdao
inicial a 94 °C, por 1minuto, seguida por 40 ciclos contendo desnaturacdo a 94 °C, por
45 segundos, anelamento a 55 °C, por 45 segundos, e extensdo a 72 °C, por 45

segundos; extensao final a 72 °C, por Sminutos (OLMEDA et al., 1997).
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Para a familia Anaplasmatacea, foram utilizados os primers baseados na
sequéncia parcial do gene 16S rRNA: EHR16SD (5’- GGT ACC YAC AGA AGA
AGT CC - 3’) e EHRI6SR (5’- TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC - 3’) e para
Anaplasma platys, os primers PLATYS (5° - GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG
—3’) e EHR16SR (5’- TAG CAC TCA TCG TTT ACA GC - 3’), com desnaturacao
inicial a 94 °C, por 2 minutos, seguida por 35 ciclos (para A. platys 40 ciclos)
desnaturacdo a 94 °C, por 60 segundos, anelamento a 54 °C, por 30 segundos, e
extensdo a 72 °C, por 30 segundos, e extensdo final a 72 °C, por 5 minutos (BROWN et
al.,2001).

Para Leishmania spp., foram usados os primers obtidos do minicirculo do DNA
do cinetoplasto (kDNA), sense 5'-GGG TAG GGG CGT TCT GCG AA -3, e os
antisense 5'-GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC-3'e 5'-CCG CCC CTA TTT
TAC ACC AAC CCC-3', com desnaturagdo inicial a 94 °C, por 2 minutos, seguida por
40 ciclos de desnaturacdio a 94 °C, por 30 segundos, anelamento a 63 °C, por
30 segundos, e extensdo a 72 °C, por 30 segundos, e extensdo final a 72 °C, por
5 minutos (DEGRAVE et al., 1994).

Todas as reacdes de amplificacdo foram realizadas com o uso de reagentes
Promega®, em volume total final igual a 25 pL, contendo uma mistura de 2,5 pL do
DNA-amostra, 2,5ul de cada deoxinucleotideo (2 mM), 1,25ul de cada
oligonucleotideo iniciador (10 uM), 0,4 uL. de Tag DNA polimerase (1,25 U), 5 pL de
tampao da PCR (PCR buffer 5X) e 12,1 puL de 4agua ultrapura, totalizando 25 pL. Esses
processos foram realizados em aparelho termociclador’, no Laboratorio de Parasitologia
e Epidemiologia Molecular do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
UFV.

Os produtos da PCR foram purificados utilizando kit®, seguindo o protocolo para
purificacdo de DNA em solucdo, conforme a recomendacdo do fabricante. O DNA
purificado foi quantificado em gel de agarose a 1,5% e por leitura de absorbancia no
comprimento de onda UV de 312 nM.

Todos os protocolos de PCR foram testados e ajustados em procedimentos
pilotos, utilizando controles positivos (amostras com diagndsticos comprovados pela

visualizacdo dos agentes em esfregacos de sangue periférico), fornecidos pelo

? Biocycler — modelo - MJ25+ - Biosystens — Brasil.
3 Purelink PCR Purification Kit — Invitrogen.
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Laboratério Clinico do Departamento de Veterindria da Universidade Federal de
Vigosa.

As amostras positivas foram enviadas para sequenciamento na Macrogen®,
Coreia do Sul, sendo as sequéncias obtidas triadas para montagem dos contigs no
aplicativo CAP3 e analisadas quanto a homologia e similaridade com outras sequéncias

depositadas no GenBank, com o auxilio do aplicativo Blast.

2.5 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais —

CEUA/UFV, processo n® 22/2013, em 25/04/2013.

3. Resultados

Das 100 amostras analisadas pela técnica da PCR, 80 apresentaram um ou mais
hematozodrios, com nenhuma das amostras se apresentando positiva para Leishmania

sp. (Tabela 1).

Tabela 1 — Diagnéstico molecular (PCR) de hematozodrios em amostras sanguineas de
cées trombocitopénicos (% ou n® absoluto)

Hematozoarios N? de Amostras Positivas
Babesia spp. 3
Ehrlichia spp. 3
Ehrlichia canis 38
Hepatozoon sp. 8
Babesia spp. + Ehrlichia spp. 1
Ehrlichia spp. + Hepatozoon sp. 2
Ehrlichia canis + Babesia spp. 7
Ehrlichia canis + Hepatozoon sp. 9
Ehrlichia canis + Anaplasma platys 3
Anaplasma platys + Ehrlichia spp. + Hepatozoon sp. 1
Babesia spp. + Ehrlichia spp. + Hepatozoon sp. 1
Ehrlichia canis + Babesia spp. + Hepatozoon sp. 4
Nenhum hematozoério 20
Total 100

Nota: PCR = reacdo em cadeia da polimerase.
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Amostras dos produtos da PCR da familia Anaplasmatacea, dos géneros
Babesia, Ehrlichia e Hepatozoon e das espécies E. canis e A. platys, foram enviadas
para sequenciamento na Macrogen® (Coreia do Sul), sendo as sequéncias obtidas triadas
para obtencdo dos contigs no aplicativo CAP3 e posterior verificacdo de identidade no
aplicativo BLAST®. Quando mais de uma sequéncia de cada gé€nero ou espécie foi
obtida, elas foram submetidas ao alinhamento multiplo no programa ClustalW2,

resultando na identificagdo de 13 amostras ou isolados circulantes (Tabela 2).

Tabela 2 — Sequéncias de hematozodrios selecionadas e depositadas no GenBank

Agente Amostras Codigo de Acesso GenBank
Anaplasma sp. Ervélia KP642751
Anaplasma platys Labclin_DVT KP642756
Anaplasma phagocytophilum Vicosa KP642755
Babesia canis vogeli UEV ol KP642757
UFV 02 KP642758
UFV 01 KP642752
Ehrlichia canis UFV 02 KP642753
UFV 03 KP642754
Ehrlichia chaffeensis Lapem_UFV KP642750
DVT_UFV 01 KP233215
Hepatozoon canis DVT_UFV 02 KP642759
DVT_UFV 03 KP642760
Rangelia vitalii Lapem KP642761

4. Discussao

A ocorréncia de quatro géneros de parasitas hematozdarios, Anaplasma,
Babesia, Ehrlichia e Hepatozoon, foi identificada pela técnica da PCR nas amostras de
sangue coletadas de cdes trombocitopénicos atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais (Tabela 1).

Constatou-se a presenga de E. canis em 61% dos pacientes avaliados, valor este
superior aos encontrados por Wen et al. (1997), Ramos et al. (2009) e Ueno et al.
(2009), que obtiveram 57, 44 e 40%, respectivamente; e inferior aos 76,8% obtidos por
Diniz et al. (2007).

A erliquiose € uma doencga grave caracterizada por episdédios hemorrdgicos em
sua fase cronica e tem alto indice de letalidade (HARRUS et al., 1997), gerando grande
sofrimento aos animais e, consequentemente, aos donos. A presenca marcante desse

patégeno nos animais trombocitopénicos da microrregido de Vigosa preocupa e reforca
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a necessidade do emprego de técnicas de diagndstico mais sensiveis na rotina
laboratorial veterindria.

Alguns animais apresentaram somente um, enquanto outros foram positivos
para dois ou trés patégenos, demonstrando que as coinfeccdes sdo muito comuns em
cdes nessa regido, o que pode ser justificado pelo fato de esses agentes apresentarem
carrapatos do grupo Rhipicephalus sanguineus como vetores comuns. Mundim et al.
(2008) detectaram coinfec¢cdes em animais naturalmente infectados com Ehrlichia spp.
e Hepatozoon sp. em 17,39% dos animais avaliados, e Hepatozoon sp. + Ehrlichia spp.
+ Babesia spp. em 3,48%%, sendo estes dados muito semelhantes aos resultados
encontrados em neste estudo. Ainda em relacdo a coinfec¢do de E. canis com outros
patogenos, Ramos et al. (2009) encontraram 32% de coinfec¢do entre E. canis e
A. platys, resultado muito superior aos 3% verificados em neste trabalho. Outros estudos
demonstraram coinfec¢des com porcentuais varidveis para Hepatozoon sp. e Babesia
spp. (VASCONCELOS, 2010; COSTA, 2011). Costa (2011) relatou infec¢des com trés
desses agentes em cdes com trombocitopenia. O autor detectou um unico caso de
Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. + Hepatozoon sp. dentre 150 animais, ou 0,67 % das
amostras analisadas, indice semelhante a 1% encontrado nesta pesquisa. A presenca de
coinfec¢des relatadas neste trabalho, incluindo agentes com potencial zoondtico
(SILVEIRA et al., 2015), mostra a importancia do uso rotineiro de técnicas diagndsticas
mais sensiveis, como a PCR no rastreamento dos possiveis agentes envolvidos nos
casos suspeitos de hemoparasitoses, para que os tratamentos possam ser mais eficazes,
abrangendo todos os agentes envolvidos.

Das 100 amostras analisadas, 20 mostraram-se negativas para os agentes
pesquisados (Tabela 1). Este resultado pode ser, em parte, atribuido a presenca de
patdgenos que ndo foram alvos deste estudo e que sdo sabidamente conhecidos por
levarem a trombocitopenia, como o virus da cinomose (KRAKOWKA et al., 1985),
muito comum na regido. Outra hipdtese, bastante provavel, é a de que parte dos animais
pesquisados apresentava uma pseudotrombocitopenia, ou seja, o nimero de plaquetas
contado pelo analisador hematoldgico estava falsamente diminuido, devido a problemas
pré-analiticos, como coleta demorada, homogeneizacdo ineficiente, satelitismo
plaquetdrio e indugcdo de aglutinacdo pelo EDTA (DUSSE er al., 2004), que
eventualmente podem ndo ser identificados na observagdo microscopica dos esfregacos
sanguineos. Cohen et al. (2000), em estudos com pessoas internadas em hospitais,

constataram que 17% das trombocitopenias com nimero de plaquetas abaixo de
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100.000/uL eram, na verdade, pseudotrombocitopenias. Esses dados ajudam a explicar
o fato de parte das amostras com nimero de plaquetas baixo ter o exame da PCR
negativo para os agentes pesquisados.

Todas as amostras testadas para Leishmania, pela técnica da PCR, apresentaram
resultado negativo. Este resultado era esperado, pois no ultimo inquérito entomoldgico
realizado na regido ndo foram identificadas espécies de flebotomineos envolvidos na
transmissio da leishmaniose visceral canina (DIRETORIA DE VIGILANCIA
AMBIENTAL, 2014). Embora haja relatos de cades diagnosticados no Hospital
Veterindrio da UFV, estes casos normalmente estdo relacionados a animais provenientes
de regides endémicas (ou seja, sao casos importados).

Com o auxilio do sequenciamento dos produtos amplificados, confirmamos os
resultados observados na reagdo da PCR com resultados de homologia e similaridade
com diversas sequéncias dos géneros Anaplasma, Babesia, Ehrlichia, Hepatozoon e
Rangelia, o que confirma, na maioria dos produtos, até o nivel de espécie os agentes das
hemoparasitoses caninas presentes na regido aqui estudada. Todas essas sequéncias
foram analisadas e depositadas no GenBank (Tabela 2).

Todas as amostras positivas para Hepatozoon confirmaram a presenca do H.
canis. Esses dados sdo semelhantes a varios outros estudos realizados em todo o Brasil,
os quais identificaram o H. canis como agente da hepatozoonose em diversas unidades
da federagdo, quais sejam: Distrito Federal (PALUDO et al., 2003), Espirito Santo
(MASSARD, 1979), Goias (MUNDIM et al., 2008), Mato Grosso do Sul (SALGADO,
2006), Minas Gerais (MUNDIM et al., 1992), Rio de Janeiro (O’ DWYER et al., 2001),
Rio Grande do Sul (LASTA et al., 2009), Sio Paulo (RUBINI et al, 2005) e
Pernambuco (RAMOS et al., 2010). Os resultados deste estudo apresentam pela
primeira vez os isolados de Hepatozoon canis presentes na regido de Vigosa, num total
de trés isolados distintos, mesmo nimero de sequéncias obtidas por Chiareli (2009) em
estudo com cdes na capital federal. O isolado DVT_UFV 01 apresentou 99% de
identidade com o Curupira 3 (CRIADO-FORNELO, 2006), o DVT_UFV 02 e
DVT_UFV 03 apresentaram 100% de identidade com o Curupira 3, sendo o DVT_UFV
02 também 100% similar ao Botucatu (RUBINI, 2009).

As amostras com PCR positivas para E. canis resultaram, apds sequenciamento,
em trés isolados, UFV 01, UFV 02 e UFV 03 (Tabela 9). A UFV 01 apresentou 100%
de identidade com as amostras de Sao Paulo, Brasil, strain Brazil-COI e strain Brazil-

CO2 (DINIZ et al., 2007) e com outras dezenas de amostras de paises sul-americanos,

19



africanos, europeus e asidticos. Para a sequéncia UFV 02, verificou-se 100% de
identidade com a amostra brasileira Clone Bctick7, obtida de carrapato. A sequéncia
UFV 03 apresentou identidade de 100% com as amostras Clone Bcdogl e Clone
Bcdog2 de Mossord, RN e strain 56C do Rio de Janeiro, Brasil (FERREIRA, 2014)
tendo também 100% de identidade com isolados de outros paises.

As amostras positivas para Ehrlichia spp. e negativas para E. canis, quando
sequenciadas, mostraram-se positivas para E. chaffeensis, o que corresponde a cerca de
10% das erliquias encontradas em nossa rotina. Neste estudo, elas foram encontradas de
forma isolada e em associacdo com H. canis e B. canis vogeli. Também pela primeira
vez na regido de Vicosa foi identificada por PCR e sequenciamento a espécie
A. phagocytophilum, descrita pela primeira vez no Brasil em 2011 (SANTOS, 2011).
A presenca de A. phagocytophilum e E. chaffeensis merece atencdo especial, visto
serem apontados como patégenos potencialmente zoondticos, sendo a E. chaffeensis o
agente da erliquiose monocitica humana (SEXTON et al., 1998; PATEL; BIRD, 1999)
e o A. phagocytophilum agente da erliquiose granulocitica humana (DUMLER et al.,
1995). No caso do isolado de E. chaffensis, a sequéncia apresentou 100% de identidade
com seis isolados obtidos de humanos nos Estados Unidos (West Place, Wakulla, Saint
Vincent, Liberty, Jax e Hearyland). A sequéncia de A. phagocytophilum apresentou, de
acordo com a andlise realizada com o aplicativo Blast, 100% de identidade com dezenas
de sequéncias depositadas no GenBank, dentre as quais a Clone gwl, sequéncia obtida
de uma paciente sul-coreana com anaplasmose granulocitica humana confirmada (KIM
etal.,2014).

Com o auxilio do sequenciamento dos produtos de PCR, confirmou-se, como
esperado, a presenga da subespécie B. canis vogeli em todas as amostras, com resultado
positivo para Babesia spp., com excecdo de uma. Os isolados UFV 01 e UFV 02
apresentaram, respectivamente, 98% e 100% de identidade com a sequéncia obtida por
Passos (2005). Uma das amostras sequenciadas apresentou grande identidade (99% -
100%) com as sequéncias de Rangelia vitalii depositadas no GenBank. A presenca
desse agente na regido de Vicosa, confirmada pela sequéncia obtida, também é bastante
relevante, uma vez que até o momento hd pouquissimas sequéncias de origem brasileira
depositadas no GenBank (DA SILVA et al., 2011; SOARES et al., 2014), com apenas
um deposito de duas sequéncias obtidas na Argentina (EIRAS er al., 2014). Como o
diagndstico da babesiose ainda €, muitas vezes, realizado com base no resultado de

formas intraeritrocitdrias em esfregacos sanguineos corados, sem a ado¢do de testes
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moleculares confirmatérios, tem-se a possibilidade de que uma considerdvel parte dos
cdes enfermos decorrentes da infeccdo supostamente por Babesia spp., possa estar, na
verdade, acometida por R. vitalli. Neste caso especificamente, além da R. vitalii, o
animal teve a presenca confirmada de E. canis e Hepatozoon sp. por PCR, sendo esse
ultimo caracterizado no sequenciamento como H. canis, constituindo assim uma
infeccdo tripla. Esses resultados reforcam a urgéncia da implantacdo de testes
moleculares na rotina laboratorial, bem como a necessidade dos profissionais de satude
aprofundarem estudos sobre a patogenia causada por esses agentes, para que protocolos

terapéuticos mais especificos sejam aplicados aos casos confirmados.

5 Conclusoes

Dentro das condi¢des do experimento, pode-se concluir que:

a) a presenca de mais de um hematozodrio nos caes trombocitopénicos € muito
frequente, devendo ser considerada nas condutas terapéuticas;

b) o principal agente da erliquiose canina na microrregido de Vigosa, Minas
Gerais, € a Ehrlichia canis;

¢) o agente da hepatozoonose canina na microrregido de Vicosa, Minas Gerais, é
0 Hepatozoon canis;

d) os agentes com potencial zoondtico, Anaplasma phagocytophilum e Ehrlichia
chaffeensis estdo presentes em caes da microrregido de Vicosa, Minas Gerais; e

e) parte dos cdes diagnosticados com babesiose pode estar acometida por

Rangelia vitalii.
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CAPITULO 2 - ALTERACOES HEMATOLOGICAS RELACIONADAS AS
HEMOPARASITOSES CANINAS

1. Introducao

Erliquiose, babesiose e hepatozoonose sdao hemoparasitoses comuns entre 0s
cdes domésticos, sendo, no Brasil, transmitidas por carrapatos do grupo Rhipicephalus
sanguineus (DANTAS-TORRES, 2013). As coinfeccdes entre esses agentes nao sdo
incomuns, devendo ser consideradas no diagndstico e no tratamento, com estudo
mostrando que as alteracdes na hematopoiese sdo potencializadas quando da presenca

de mais de um agente concomitantemente (DE TOMMASI, 2014).

2. Metodologia

2.1 Amostras

Entre os meses de marco de 2013 e janeiro de 2014, foram obtidas amostras de
sangue com trombocitopenia importante, apresentando contagem de plaquetas abaixo de
100.000/uL, de 100 caes de racas e idades variadas, origindrios da microrregido de

Vicosa, Minas Gerais, sendo 56 fémeas e 44 machos.
2.2 Local de processamento das amostras

O processamento das amostras foi realizado no Laboratério Clinico do
Departamento de Veterindria e no Laboratorio de Parasitologia e Epidemiologia
Molecular (LAPEM) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, ambos da

Universidade Federal de Vicosa.
2.3 Hematologia
As amostras de sangue com EDTA foram processadas em analisador

hematolégico HumacountPlus®', para obtencio dos seguintes parimetros

hematoldgicos: hematderito (HCT), hemoglobina (HGB), hemécias (HTM), volume

* Human count plus, Human do Brasil Ltda.
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corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), indice de anisocitose eritrocitdria (RDW),
plaquetas, plaquetécrito (PCT), indice de anisocitose plaquetdria (PDW), volume
plaquetdrio médio (VPM) e contagem de leucdcitos. A proteina plasmadtica total (PT) foi
mensurada em refratdmetro’. Também foram confeccionados e corados esfregacos

sanguineos (Pan6tico®), nos quais foi feita a contagem diferencial de leucécitos.

2.4 Extracao de DNA e PCR (reacao em cadeia da polimerase).

A extracdo de DNA de sangue total foi feita por meio do kit®, conforme
recomendacdes do fabricante. O DNA extraido foi identificado e armazenado a -20°C,
até a realizacdo das PCRs.

A amplificacdo do DNA de bactérias do género Ehrlichia foi realizada por meio
da técnica PCR, segundo Dawson et al. (1994); a do género Hepatozoon foi feita
conforme Inokuma et al. (2002) e a da Babesia spp. de acordo com Olmeda et al.

(1997).

2.5 Analises estatisticas

Para a andlise dos dados foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS, 2002).
A comparagdo entre os métodos de diagndsticos foi realizada pelo coeficiente kappa,
utilizando o PROC FREQ.

Para a andlise dos parametros sanguineos entre os animais infectados e nao
infectados foi utilizada a andlise de varidncia (PROC GLM), seguindo o modelo

matematico:
Yijk =.u+Ei+Hj+BK+Ei*Hj+Ei*Bk+Hj*Bk+eijkl

em que Y € a resposta observada; u € a constante geral; E; € o efeito do i-€simo nivel
de Ehrlichia; H; € o efeito do j-ésimo nivel de Hepatozoon; By € o efeito do k-ésimo
nivel de Babesia; E;*H; € a interagdo de Ehrlichia e Hepatozoon; E;*By € a interagdo de
Ehrlichia e Babesia; H;*B; € a interacdo de Hepatozoon e Babesia; ey € o erro

aleatorio.

> Clinical refratometers n® 140 - Fuji Optical Eletronics CO. LTD, Téquio, Japdo.
® Wizard Genomic DNA Purification — Promega Corporation.
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Para avaliar os efeitos dos parametros sanguineos sobre as probabilidades de
diagndstico positivo para cada infec¢do, foi realizada a regressdo logistica multivariada
(PROC LOGISTIC). O nivel de significancia adotado foi a = 0,05.

2.6 Aspectos éticos

O projeto foi encaminhado 4 Comissdo de Etica para Uso de Animais —

CEUA/UFV, processo n°® 22/2013 e aprovado em 25/04/2013.

3. Resultados

A Tabela 3 apresenta o resultado da PCR no diagndstico dos hematozoarios

pesquisados.

Tabela 3 — Diagndstico molecular (PCR) de hematozodrios em amostras sanguineas de
cdes trombocitopénicos (n = 100)

Hematozoarios N? de Amostras Positivas
Babesia spp. 3

Ehrlichia spp. 44
Hepatozoon canis

Ehrlichia spp. + Babesia spp. 8

Ehrlichia spp. + Hepatozoon canis 12

Ehrlichia spp. + Babesia spp. + Hepatozoon canis 5

Naio parasitado 20

Total 100

Na Tabela 4 estdo os dados relativos aos indices hematolégicos dos animais
positivos e negativos para erliquiose, hepatozoonose e babesiose, € negativos para os
patégenos pesquisados.

Verificou-se que o volume corpuscular médio e a hemoglobina corpuscular
média apresentaram valores menores (p < 0,05) nos animais com Ehrlichia spp., sendo
a contagem de metamielocito maior (p < 0,05) nos animais negativos para esse
hematozodrio. Nenhum parametro hematolégico apresentou diferenca estatistica nos
animais infectados ou ndo com Hepatozoon sp. As contagens de metamieldcitos e
neutrofilos bastonetes mostraram-se maiores (p < 0,05) nos animais com Babesia spp.

que nos animais negativos.
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Tabela 4 — Indices hematoldgicos nos cdes diagnosticados ou ndo com hematozodrios (média + erro-padrao da média)

Varidveis Erhlichia spp. Hepatozoon sp. Babesia spp.

Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
HTM (milhdes/uL) 49+03* 43+0.2° 45403 4,6+02" 45+03% 45+024
HGB (g/dL) 11,1 £0,6° 9,6 +0,4° 10,1 +0,6" 102+04" 10,1 £0,6% 10,0044
HCT (%) 329+1,9? 28,5+1,2° 297+19' 304+1,3"! 30,0+1,9" 292 +1,0"
VCM (fL) 682+0,9° 66,4 +0,7° 67,0+1,1" 67,0+05" 674+1,0" 64,8 +0,8"
HCM (pg) 23,1+03"° 22,6 £0,3° 22,8404 " 22,6+0.2" 22,8+04" 22,1 £0,3%
CHCM (%) 33,8+0,3% 34,0+02° 34,0+03"! 33,7+02"! 33,9+03" 34,102
RDW 13,5+0,2° 13,5+0,2° 13,403 140+02" 13,4+0,3% 14,0024
PLT (mil/uL) 66,8 £4,0° 58,6+3.2° 60,7 4,6 622+3,0" 60,0 £4,5% 67,1 £33%
PCT (%) 0? 0? 0! 0! 04 04
VPM (fL) 58+02° 64+02° 6,2+0.2" 6,3+02" 6,2+03% 6,0+0,1%
PDWc 273+1.0° 31,3+0,8* 302+1,2" 29,6+09" 30,0124 30,1 £0,7%
LG (mil/uL) 82+1,0° 11,1+09*° 103+1,4" 9,9+06" 103+1,3% 9,5+08"
MIEL (mil/uL) 0? 0* 0! 0! 04 04
META (mil/uL) 29,7 £23,5° 0° 123+152"! 0! 2,6+438 440 £2124
BAST (mil/uL) 895,7 +426,1° 662,1 £138,1% 895,1 +328,7 252,7+48,5 " 673,3+2388% 10556 32724
NEUT (mil/uL) 4974.8 + 644,9* 7396,9 +758,4° 6912,8 +1136,5 58459 +369,7 ! 6811,9+1017,8" 57756 +716,24
LIN (mil/uL) 1263,4 +210,5° 1978,5 +260,0 1446,0 +249,5 ! 2689.4 +345,5 ! 1792,6 £370,4%  1569,1 +123,6%
MON (mil/uL) 591,3 +86,5° 860,2 +97,7° 738,5+129,9 ! 891,8+92,5! 797 +136,4 " 670,9 71,14
EOS (mil/uL) 449.6 +141,0° 264,5+49,1° 227,6 65,5 604,8 +104,2! 327+973% 2948 +77,1%
BAS (mil/uL) 0? 1,8+1,8° 0! 50+30" 1,5+244 04
PT (g/dL) 7,6 £0,2° 7,6+0.2° 75+02" 7.9+02" 7,5+03% 78+0,1%

Nota: Letras minusculas diferentes na linha indicam diferenca significativa a P < 0,05; nimeros diferentes na linha indicam diferencga significativa a P < 0,05; letras maitsculas
diferentes na linha indicam diferenca significativa a P < 0,05. HTM: hemacias (hematimetria); HGB: hemoglobina; HCT: hematdcrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM:
hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW: indice de anisocitose eritrocitaria; PLT: plaquetas; PCT: plaquetdcrito; VPM:
volume plaquetdrio médio; PDWec: indice de anisocitose plaquetdria; LG: leucdcitos (leucometria global); MIEL: mielécito; META: metamieldcito; BAST: neutréfilo bastonete;
NEUT: neutréfilo segmentado; LIN: linfécito; MON: mondcito; EOS: eosindfilo; BAS: baséfilo; e PT: proteina.
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Na Tabela 5 estdo os indices hematologicos dos animais com erliquiose e dos

animais negativos para os patégenos pesquisados.

Tabela 5 — Indices hematoldgicos nos cdes com Ehrlichia spp. € sem hematozodrios

(média + erro-padrdo da média)

Negativo para os Positivos

Variaveis Hematozoarios Pesquisados para Ehrlichia spp.
(n =20) (n=44)

Hemédcias (milhdes/uL) 481+037*% 420+0,24°%
Hemoglobina (g/dL) 10,88 + 0,78 9,56 +0,55*
Hematécrito (%) 32,38 +241° 28,14 +1,62°
Volume globular médio (fL) 68,30 +1,33° 67,09 +0.84°
Hemoglobina globular média (pg) 22,89 +043* 22,95 +0,34*°
gl‘c’)rgffl:fféﬁd"i:f;;moglOb‘“a 33,55 +0,45° 34,16 +0,21°
RDW 13,42 +£0,30° 13,19 +0,25*
Plaquetas (mil/uL) 64,55 +5,11% 57,30 £3,99%
Plaquetdcrito (%) 0,04 £ 0,004 0,04 £0,003*
Volume plaquetario médio (fL) 5,49 +£0,24 b 6,52 +0,22%
PDWc 26,31+ 1,08" 31,94 + 1,03°
Leucdcitos (mil/uL) 7,56 +1,26°% 11,74 £ 1,30*
Mielécito (mil/uL) 0,00* 0,00?
Metamielécito (mil/pL) 10,90 £ 10,90* 0,00*
Neutrdéfilo bastonete (mil/uL) 736,30 £391,21% 864,68 + 206,42

Neutréfilo segmentado (mil/uL)
Linfécito (mil/pL)

4970,75 + 867,95 °
1045,55 + 164,25

8115,50 + 1058,08*
1628,36 + 246,63

Mondcito (mil/uL) 533,60 £91,76° 853,23 £126,47*
Eosinéfilo (mil/uL) 285,05 +63,92° 168,07 +32,17°
Basofilo (mil/uL) 0,00° 0,00°

Proteina (g/dL) 7,50 +0,24° 737+022°%

Nota: Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa a P < 0,05; RDW: indice de
anisocitose eritrocitdria; e PDWc: indice de anisocitose plaquetaria.

O VPM e o PDWc mostraram-se maiores nos animais diagnosticados com
Ehrlichia spp. em relacdo aos animais negativos para os hematozodrios pesquisados.

Ao realizar andlises para verificar a influéncia das coinfec¢des sobre os
parametros hematolégicos, verificou-se a ocorréncia de interagdes significativas
(P <0,05), como apresentado a seguir (Tabela 6).

Na coinfec¢ao Ehrlichia spp. — Babesia spp. foram constatadas interagcdes para

os parametros VCM, metamieldcito e neutrdfilo bastonete.
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Tabela 6 — Média + erro-padrdo da média do volume corpuscular médio (fL),
metamieldcito e neutréfilo bastonete na interacdo Ehrlichia spp. —
Babesia spp.

Volume Corpuscular Médio (VCM)

Sem Ehrlichia spp. Com Ehrlichia spp.
Sem Babesia spp. 67,7 +1,0" 67,1 +0,7*
Com Babesia spp. 72,5 +1.9" 64,0 + 1.7%

Metamielocito

Sem Ehrlichia spp. Com Ehrlichia spp.
Sem Babesia spp. 55+7.8" 0
Com Babesia spp. 2292 +234,7" 0

Neutrdfilo bastonete

Sem Ehrlichia spp. Com Ehrlichia spp.
Sem Babesia spp. 407,8 +283,5" 563,7 + 166,4"
Com Babesia spp. 4239,0 + 3492,9% 3752 + 1288

Nota: Letras diferentes na coluna diferem (P < 0,05); e nimeros diferentes na linha diferem (P < 0,05).

Os animais com coinfec¢do Babesia spp.-Ehrlichia spp. apresentaram VCM
menor (p < 0,05) que aqueles com infeccdo somente por Babesia spp. Os animais com
Babesia apresentaram contagens de metamieldcitos maiores (p < 0,05) que as contagens
nos animais sem os hematozodrios Ehrlichia spp. e Babesia spp. e com coinfec¢ao pelos
dois hematozodrios. Os animais com Babesia spp. apresentaram contagens de
neutréfilos bastonetes maiores (p <0,05) que as contagens nos animais sem 0s
hematozodrios Ehrlichia spp. € Babesia spp. e com coinfeccdo por esses dois agentes.

De acordo com as andlises para célculo da probabilidade de ocorréncia do
evento diagndstico positivo de hemoparasitose na PCR, foram obtidos os resultados a
seguir.

Para Ehrlichia spp., verificaram-se duas varidveis com alteragdes significativas
(P <0,05), sendo:

a) HCT_vr = Hematdcrito classificado pelo valor de referéncia em abaixo do

normal (0) ou normal (1); e

b) PDWec = Indice de anisocitose plaquetiria.

A probabilidade de ocorréncia do evento, no caso de diagndstico positivo para

Ehrlichia spp. na PCR, € dada pela formula:

e (=2,4280)+(=1,5103XHCT_vr)+(0,1252XPDWc)

Probabilidade =

1+ e(—2,4280)+(—1,5103XHCT_UT)+(0,1252><PDWC)
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Sendo Odds Ratio ou Razao de Chances:

a) HCT_vr =4,5248868778281~ 4,5

Esse dado indica que cdes com hematdcrito abaixo do normal tém 4,5 vezes
mais chances de serem diagnosticados com Ehrlichia spp. do que cdes com hematdcrito

normal.

b) PDWc =1,13337510542192 ~ 1,13

Esse fato significa que o incremento em uma unidade do valor de PDWc
aumenta em 1,13 vez as chances do cdo ser diagnosticado com Ehrlichia spp.

Para Babesia spp., considerando a varidvel significativa (P< 0,05): MCV_vr —
volume globular médio classificado pelo valor de referéncia em abaixo do normal(0) ou
normal (1), a probabilidade de ocorréncia do evento, no caso de diagndstico positivo

para Babesia spp. na PCR, € dada pela férmula:

o (=02272)+(~1,4870xXMCV_vr)
Probabilidade =

1+ e(—0,2272)+(—1,4-870><MCV_UT)

Sendo Odds Ratio ou Razdo de Chances: MCV_vr =4,4247787610620 ~ 4,4.

Ou seja, caes com volume globular médio abaixo do normal t€ém 4,4 vezes mais
chances de ser diagnosticados com Babesia spp. do que cdes com volume globular

médio normal.

4. Discussao

Com relacdo a FEhrlichia spp., os parametros metamieldcito e neutréfilo
bastonete apresentaram-se maiores (p < 0,05) nos animais negativos para a bactéria do
que nos animais com erliquiose (Tabela 4). Esses dados indicam uma presenca maior de
desvio nuclear de neutréfilos a esquerda (DNNE) nos animais sem Ehrlichia spp.,
porém poderia estar relacionada as outras hemoparasitoses observadas no estudo.

Os indices hematoldgicos dos animais com e sem hepatozoonose nao
apresentaram diferenca estatistica (Tabela 4), assim como em outros estudos que

compararam animais com e sem H. canis (PALUDO et al., 2003; O'DWYER et al.,

2006), diferentemente de outros autores que descreveram leucocitose e neutrofilia nos
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seus experimentos em cdes com hepatozoonose (GONDIM et al., 1998; MUNDIM et
al., 2008).

Os animais trombocitopénicos com erliquiose apresentaram o VPM e o PDWc
maiores que os animais sem os hematozodrios pesquisados. Bommer et al. (2008), em
estudos com cdes trombocitopénicos clinicamente sauddveis e doentes, observaram
relacdo negativa entre VPM e PDW com a contagem de plaquetas (ou seja, o tamanho
aumenta com a diminui¢do do numero), ndo tendo sido detectada influéncia das
enfermidades sobre esses parametros, ao contrario do aqui apresentado (Tabela 5). No
entanto, Evans e Smith (1991), em estudo com caes sauddveis da raca Beagle, ndo
verificaram relacdo entre a contagem de plaquetas e os parametros PCT, VPM e PDW,
nem diferencas relacionadas ao sexo dos animais. A presenca de plaquetas maiores e
anisocitose plaquetdria mostram que os indices plaquetdrios podem ajudar médicos
veterindrios a diferenciar casos de trombocitopenias por hematozodrios de outras
causas, como a pseudotrombocitopenia. Faz-se necessdrio que novos estudos sejam
realizados no sentido de estabelecer faixas de referéncias de normalidade desses
parametros, de maneira que estes passem a integrar os laudos de hematologia.

Na coinfeccdo Ehrlichia spp.-Babesia spp., constatou-se MCV menor nos
animais com os dois patégenos que o MCV dos animais com a presenga de organismos
do género Babesia e sem a presenca do género Ehrlichia spp. (Tabela 6). O fato de a
erliquiose ser caracterizada por produzir anemia normocitica, normocrémica, nao
regenerativa (GARCIA-NAVARRO, 2005; NEER; HARRUS, 2006), enquanto a
babesiose pode desencadear anemia regenerativa (CARLI ef al., 2009) e microcitica
(DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006), indica a necessidade de atencdo a dados
hematoldgicos direcionando a combinacgdo destas informagdes nos casos, nao incomuns,
de coinfec¢do. Neste sentido, o histérico de exames desses animais pode ser bastante
util na andlise da alteragcdo de um VCM, por exemplo.

Os animais com presenca de Babesia spp. e auséncia de FEhrlichia spp.
apresentaram DNNE (p < 0,05) maior que o dos animais com a presenca dos dois
agentes, ¢ DNNE (p < 0,05) ainda maior que o de cdes com auséncia desses patdgenos
(Tabela 6). Esses dados estdo em concordancia com os de outros autores que
relacionaram a babesiose a neutrofilia com DNNE (ZYGNER et al., 2007), uma vez que
os parametros citados ndo estdo alterados na coinfec¢do com a Ehrlichia spp., podendo
estar relacionados as caracteristicas hematolégicas observadas na erliquiose, em que na

fase cronica ocorre hipoplasia medular, levando a ocorréncia de anemia e leucopenia
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(TROY; FORRESTER, 1990; ANDEREG; PASSOS, 1999; STILES, 2000). Assim, a
resposta medular quando da ocorréncia da coinfec¢do parece tender para um quadro
mais relacionado a essa enfermidade, ou seja, a falta de resposta medular.

Constatou-se que no diagndstico da erliquiose cdes com hematdcrito abaixo do
normal t€ém mais chances de ser diagnosticados com Ehrlichia spp. do que cdes com
hematécrito normal. Esse resultado corrobora os dados de vdrios autores que
relacionaram a erliquiose a anemia (CASTRO, 1997; OLIVEIRA et al., 2000;
MOREIRA et al., 2003; CASTRO et al., 2004; BORIN et al., 2009). O incremento do
PDWc também aumenta as chances de diagndstico da Ehrlichia spp., podendo significar
que os caes com erliquiose apresentam maior anisocitose plaquetdria. Assim, este dado,
somado a presenca de trombocitopenia, pode auxiliar no diagnoéstico diferencial dessa
hemoparasitose. Faltam estudos para determinar os valores de referéncia desse
parametro hematolégico, o que dificulta sua interpretacao.

Na babesiose, as andlises estatisticas indicam que cdes com MCV abaixo da
referéncia t€ém mais chances de ser diagnosticados com esse patogeno, estando a
enfermidade relacionada a anemia microcitica. Esse resultado corrobora com os de
Vasconcelos (2010), que encontrou predominantemente anemia microcitica,
normocromica, diferindo dos resultados de Furlanello et al. (2005), que relataram a
anemia normocitica, normocromica, como a mais frequente. Dados divergentes com
relacdo a resposta medular podem estar relacionados a infeccdes por subespécies

diferentes, ou mesmo por outras espécies semelhantes, como a Rangelia vitalii.

5 Conclusoes

Dentro das condi¢des do experimento, pode-se concluir que:

a) a trombocitopenia parece estar intimamente ligada as hemoparasitoses caninas
estudadas, principalmente a erliquiose;

b) a presenca de mais de um hematozodrio nos caes trombocitopénicos € muito
frequente, devendo ser considerada nas condutas terapéuticas;

¢) os animais com e sem H. canis ndo apresentam diferencgas significativas nos
parametros hematoldgicos; e

d) os animais trombocitopénicos com erliquiose apresentam volume plaquetario

médio e PDWc maiores do que os animais sem hematozodrios.
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CAPITULO 3 - CENTRIFUGACAO POR GRADIENTE DE DENSIDADE NO
DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HEPATOZOONOSE E ERLIQUIOSE
CANINA

1. Introducao

A hepatozoonose e a erliquiose estdo entre as enfermidades mais frequentes
diagnosticadas nos laboratérios veterindrios da regido de Vigosa, sendo a coinfec¢do
simultanea pelos dois hematozodrios relatada com alguma frequéncia (MUNDIM et al.,
1992; VASCONCELOS, 2010). No entanto, o diagndstico pela pesquisa desses agentes
em esfregacos sanguineos corados por microscopia tem revelado ser um método pouco
sensivel, quando comparado a técnicas moleculares (RAMOS et al.,, 2009;
HERNANDEZ, 2010; O’'DWYER, 2011). Desta maneira, no intuito de encontrar um
método mais sensivel e que possa ser empregado em laboratdrios de anélises clinicas de
pequeno e médio porte, testou-se a centrifugacdo por gradiente de densidade como

método alternativo.

2 Metodologia

2.1 Amostras

Foram utilizadas 100 amostras de sangue de cées de ragas e idades variadas, dos
sexos masculino e feminino, com trombocitopenia severa (plaquetas < 100.000/uL),

coletadas entre margo de 2013 e janeiro de 2014.

2.2 Local de coleta das amostras

As amostras de sangue foram colhidas de caes do atendimento rotineiro no setor
de Clinica de Pequenos Animais do Hospital Veterindrio e analisadas no Laboratério
Clinico do Departamento de Veterindria e no Laboratério de Parasitologia e
Epidemiologia Molecular (LAPEM) do Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular, ambos da Universidade Federal de Vicosa.
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2.3 Esfregaco sanguineo de sangue periférico (SP)

As amostras de sangue com EDTA foram homogeneizadas por inversdo manual
durante 1 minuto, sendo posteriormente confeccionados os esfregacos em lamina de
vidro previamente desengordurada e seca. Apds a secagem dos esfregacos, estes foram
corados com corantes do tipo Romanowisky (Panético), segundo a metodologia

preconizada pelo fabricante, e deixados para secar ao ar.

2.4 Capa de leucdcitos

O esfregaco com a capa de leucdcitos foi confeccionado a partir da
centrifugacdo de microcapilar com sangue total a 10.000 rpm, por 5 minutos, em
microcentrifuga, com sua quebra na posi¢do do creme leucocitario. A confecgdo, a

coloragdo e a secagem do esfregaco foram feitas como descrito no item anterior.

2.5 Centrifugacao por gradiente de densidade

Uma parte das amostras foi destinada a CGD, realizada da seguinte forma: 2mL
de sangue com EDTA + 2 mL de solugdo salina balanceada foram homogeneizados. Em
seguida, essa mistura foi adicionada vagarosamente a 2 mL de Ficol-Paque Plus® em
um tubo de 10 mL, sendo esse tubo centrifugado a 2.000 rpm, por 20 minutos. Apds a
centrifugacdo formou-se o anel contendo os mononucleares, que foi capturado com
pipeta e colocado em outro tubo de 5 mL, contendo 4,5 mL de solucdo salina
balanceada. Depois de cuidadosamente homogeneizado por inversdo, o tubo foi
centrifugado por 5 minutos a 1.100 rpm, sendo o sobrenadante descartado logo em
seguida. Foram acrescentados 4,5mL de solucdo salina e, entdo, repetiu-se a operagao.
O sobrenadante foi descartado, acrescentando SuL de plasma do animal ao sedimento.
Deste sedimento foi confeccionado e corado um esfregaco, como descrito nos itens 3.3

e 3.4.
2.6 Pesquisa de hematozoarios

A pesquisa foi realizada com o auxilio de microscépio de luz (Olympus CX31,
Japao), em 100 campos com aumento de 400 vezes e 100 campos com aumento de

1.000 vezes, nas laminas de SP, CL e CGD, sendo os resultados anotados em planilha.
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2.7 Extracao de DNA

A extracdo de DNA do sangue total foi realizada com reagentes apropriados, de
acordo com as recomendagdes do fabricante7, sendo o DNA extraido, identificado e

armazenado em freezer a -20°C, até o momento de uso.

2.8 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As amplificacdes do DNA de bactérias do género Ehrlichia e do protozodario
Hepatozoon foram realizadas como descrito a seguir: para FEhrlichia spp., a
amplificacdo foi realizada segundo Murphy et al. (1998), utilizando os primers baseados
na sequéncia parcial do gene 18SrDNA, ECC (5’-GAA CGA ACG CTG GCG GCA
AGC-3’) e ECB (5’- CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC A-3’); para Hepatozoon
spp., a técnica foi executada de acordo com Inokuma et al. (2002), com os primers
baseados na sequéncia parcial do gene 18S rDNA, presente em todos os hepatozoons,
HepF (5’-ATA CAT GAG CAA AAT CTC AAC — 3’°) e HepR (5>-CTT ATT ATT
CCATGC TGC AG-3’).

2.9 Analises estatisticas

Para a anédlise dos dados foi utilizado o Statistical Analysis System (SAS, 2002).
A comparacdo entre os métodos de diagndsticos foi realizada pelo coeficiente kappa,
utilizando o PROC FREQ. O nivel de confianca adotado foi o = 0,05.
2.10 Aspectos éticos

O projeto de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais —

CEUA da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em 25 de abril de 2013, sob o
nimero 22/2013.

" Wizard Genomic DNA Purification — Promega Corporation.
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3 Resultados e discussao

Na Tabela 7 estdo os resultados da pesquisa de organismos dos géneros
Ehrlichia spp. e Hepatozoon sp. no sangue periférico (SP), na capa de leucécitos (CL),

na centrifugacdo por gradiente de densidade (CGD) e na PCR.

Tabela 7 — Resultados da ocorréncia de Ehrlichia spp. e Hepatozoon sp. utilizando as
técnicas da PCR, CGD, CL e SP em % ou nimero absoluto (N = 100)

Agente
]'I)‘;é:;llilc(:sﬁ(:z Ehrlichia spp. Hepatozoon sp. Z’:;ZZ’Z:’?IS);
Numero de amostras positivas
PCR 69 25 17
CGD 15 18 2
CL 8 9 1
SP 6 4 1
Nota: PCR = reacdo em cadeia da polimerase; CGD = centrifugacdo por gradiente de densidade; CL =
capa de leucécitos; SP = sangue periférico; e coinfeccdo = FEhrlichia spp. + Hepatozoon sp.,

simultaneamente.

A Figura 1 ilustra um gamonte de Hepatozoon sp. em leucdcito e a Figura 2,
uma morula de Ehrlichia spp. dentro de mondcito, ambas agentes obtidos em esfregacos

originados da técnica de CGD.

Figura 1 — Gamonte de Hepatozoon canis em célula sanguinea (seta), 1.000x.
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Figura 2 — Mérula de Ehrlichia em mondcito (seta), 1.000x.

Como esperado, a técnica a PCR mostrou-se mais sensivel no diagnéstico, com
69 amostras positivas para Ehrlichia spp. e 25 para Hepatozoon sp., vindo a seguir a
CGD, com 15 e 18, respectivamente.

Na deteccao direta de moérulas de Ehrlichia spp. em sangue periférico de animais
trombocitopénicos ou com suspeita de hemoparasitoses, o resultado encontrado com
indice de 6% foi inferior ao indice de 7,1% verificado por Ueno et al. (2009), 8% por
Mylonakis et al. (2003) e 9% por Ramos et al. (2009), sendo superior aos 4%
encontrado por Hernandez (2010). Na pesquisa em capa de leucdcitos constatou-se
grande variacio nos indices encontrados. Neste estudo, o porcentual de positividade de
8% na deteccdo direta foi superior aos encontrados por diversos pesquisadores: Elias
(1991), Silveira (1992) e Sainz-Rodriguez (1996), e inferior aos 66% de Mylonakis et
al. (2003).

O H. canis tem sido esporadicamente relatado no Brasil em alguns trabalhos,
muitas vezes aparecendo como relato de caso (LASTA et al., 2009; AGUIAR et al.,
2004), sendo sua prevaléncia imprecisa. Massard (1979), em estudo com esfregacos
sanguineos de cdes de dreas rurais e urbanas, encontrou prevaléncia de 31,58% e 4,48%,
respectivamente, e em 2001, O’Dwyer e colaboradores relataram 39,2%, em estudo com
caes de areas rurais do Rio de Janeiro, Brasil.

Estudos de hepatozoonose em cdes trombocitop€nicos so raros, uma vez que a

trombocitopenia ndo € caracteristica comum entre os cdes acometidos de forma isolada
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pelo H. canis. Desta maneira, a amostragem de sangue canino com trombocitopenia nao
¢ adequada para estudos de hepatozoonose, a ndo ser que esses estudos englobem outros
agentes comumente associados a essa infeccdo e sabidamente associados a
trombocitopenia em infeccdo por Ehrlichia spp. Desta forma, os dados expostos na
Tabela 1 ndo devem ser interpretados como relativos a prevaléncia desse agente, mas
sim como dados comparativos entre as técnicas de diagndsticos em estudo e como
indicativos de que sua associagdo com Ehrlichia spp. € bastante comum, visto que 17
das 25 amostras positivas para Hepatozoon sp. também foram positivas para
Ehrlichia spp. Os patégenos da familia Anaplasmatacea e o H. canis parecem ter
coexisténcia bastante harmoniosa, chegando a parasitar de forma simultanea a mesma
célula (Figura 3). Esse resultado tem se repetido algumas vezes na rotina do Laboratdrio
Clinico do Departamento de Veterindria da UFV (Aécio Carlos de Oliveira,

comunicacdo pessoalg).

Figura 3 — Morulas de Ehrlichia spp./Anaplasma spp. (setas curtas) e gamonte de
Hepatozoon canis presentes em uma mesma célula (seta longa), 1000x.

A Tabela 8 apresenta o nivel de concordancia entre a pesquisa de morulas de

Ehrlichia spp. em SP, CL e CGD e a PCR, segundo o teste de Kappa.

8 Farmacéutico — Bioquimico, Laboratério Clinico, DVT — UFV.
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Tabela 8 — Nivel de concordancia, pelo teste de Kappa, entre as técnicas SP, CL e CGD
com a PCR no diagnéstico de Ehrlichia spp.

Hematozoario Ehrlichia spp.
Técnica PCR (valor de Kappa) P-valor
SP 0,0558 0,0452
CL 0,0752 0,0240
CGD 0,1469 0,0024

Nota: SP = sangue periférico; CL = capa de leucécitos; CGD = centrifugacdo por gradiente de densidade;
PCR = reag@o em cadeia da polimerase; Kappa: < 0 = sem concordancia; 0 a 0,19 = pobre; 0,2 a
0,39 =razodvel; 0,4 a 0, 59 = moderada; 0,60 a 0,79 = substancial; e 0,8 a 1,0 = quase perfeita.

Fonte: Landis, J.R.; Koch, G.G.The measurement of observer agreement for categorical
data. Biometrics v. 33, p. 159-174, 1977.

A pesquisa de moérulas de Ehrlichia spp. em CGD obteve concordancia pobre, a
mesma de SP e CL, quando comparada a PCR, ndo demonstrando aumento na
sensibilidade do diagnéstico. Este resultado pode ser devido a a¢do mecanica e as
propriedades téxicas do Ficoll-Paque Plus® sobre parte das células, levando 2 sua lise e
a dificuldade de concentracdo de células parasitadas, uma vez que elas sdo em ndmero
extremamente reduzido. Na Figura 4 tem-se a imagem de uma moérula extracelular
encontrada algumas vezes durante a microscopia, o que contribui para a afirmacdo de

lise de algumas células.

Figura 4 — Morula de Ehrlichia spp. extracelular (seta). 1.000x
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Na Tabela 9 tem-se o nivel de concordancia entre a pesquisa de gamontes de

Hepatozoon sp. em SP, CL e CGD e a PCR, segundo o teste de Kappa.

Tabela 9 — Nivel de concordancia, pelo teste de Kappa, entre as técnicas SP, CL e CGD
e a PCR no diagnéstico de Hepatozoon sp.

Hepatozoon sp.

Técnica PCR (valor de Kappa) P-valor
SP 0,2222 0,0002
CL 0,4576 <0,0001

CGD 0,6765 <0,0001

Nota: SP = sangue periférico; CL = capa de leucécitos; CGD = centrifugacdo por gradiente de densidade;
PCR = reacdo em cadeia da polimerase; Kappa: < 0 — sem concordancia; 0 a 0,19 = pobre; 0,2 a
0,39 =razoavel; 0,4 a 0, 59 = moderada; 0,60 a 0,79 = substancial; e 0,8 a 1,0 = quase perfeita.

Fonte: Landis, J.R.; Koch, G.G.The measurement of observer agreement for categorical
data. Biometrics, v. 33, p. 159-174, 1977.

Os resultados que mostram que a CGD obteve classificacdo de concordancia
substancial com a PCR no diagnéstico da hepatozoonose, sendo superior a concordancia
razoavel do SP e moderada da CL, indicam que a CGD possui sensibilidade superior a
das técnicas tradicionais utilizadas na pesquisa deste hematozodrio. Essa técnica, de
facil implementacdo em laboratérios de andlises clinicas, mesmo que pequenos, nao
exige alta qualificacdo da mao de obra e nenhum equipamento especial para seu
processamento, como os exigidos na PCR. Também € uma técnica relativamente rapida,
podendo o resultado da pesquisa de hematozodarios ser entregue em poucas horas, no
mesmo dia da coleta da amostra sanguinea. Nos laboratdérios com estrutura adequada a
realizacdo de testes moleculares e/ou quando o tempo de entrega e o custo do exame
nio for empecilho, as técnicas moleculares continuam como Otima opcao, devido as

altas sensibilidades e especificidades dos testes.

4 Conclusoes

a) A técnica por centrifugacido por gradiente de densidade mostrou-se eficiente
no diagndstico da hepatozoonose canina, obtendo concordancia substancial com a PCR.
b) A centrifugagdo por gradiente de densidade ndo se mostrou eficaz no

diagndstico da erliquiose.
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c) Os agentes Hepatozoon sp. e Ehrlichia spp. sao frequentes nos animais
trombocitopénicos da microrregido de Vigcosa, MG, sendo a coinfec¢do entre esses

patdgenos bastante comum.

3 Conclusoes gerais

a) A técnica de centrifugacao por gradiente de densidade mostrou-se eficiente no
diagnéstico da hepatozoonose canina, obtendo concordancia substancial com a PCR.

b) A ocorréncia da trombocitopenia parece estar intimamente ligada as
hemoparasitoses, principalmente a erliquiose.

¢) A presenca de mais de um hematozodrio nos cédes trombocitopénicos € muito
frequente, devendo ser considerada nas condutas terapéuticas.

d) A erliquiose induz a alteragdes significativas nos indices plaquetdrios, no
volume plaquetario médio e no PDWc.

e) O principal agente da erliquiose canina na microrregido de Vigosa, Minas
Gerais, € a Ehrlichia canis.

f) O agente da hepatozoonose canina na microrregido de Vigosa, Minas Gerais, €
0 Hepatozoon canis.

g) Anaplasma phagocytophilum e Ehrlichia chaffeensis, reconhecidos como
potencialmente zoondticos, estdo presentes em cdes da microrregido de Vigosa, Minas
Gerais.

h) Parte dos caes diagnosticados com babesiose pode estar acometida por

Rangelia vitalii.
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