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POR Ehrlichia canis (AMOSTRA JABOTICABAL) E APOS O TRATAMENTO
COM CLORIDRATO DE DOXICICLINA EM CAES
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RESUMO

A erliquiose canina € uma doenga
de alta incidéncia na regido nordeste do
Estado de Sao Paulo, sendo responsavel
pela morte de muitos caes. O diagnéstico
precoce favorece a pronta instituicdo do
tratamento e melhora o progndstico do
animal. Estudos tém apontado que a
determinagdo da concentracdo de
proteinas de fase aguda (PFA) pode
contribuir para deteccdo precoce da
doenca e auxiliar na predicado do
prognéstico. O presente estudo objetivou
avaliar a proteina C-reativa em caes
experimentalmente infectados com
Ehrlichia canis, amostra Jaboticabal, bem
como a resposta ao tratamento com
cloridrato de doxiciclina. Para tanto, foram
utilizados 10 caes sem contato prévio com
hemoparasitas. Destes, cinco eram
infectados e cinco serviram de controle a
infeccdo. Realizaram-se exames: fisico,
hemogramas, nested PCR, deteccdo de
anticorpos anti-E. canis e mensuracgao da
CRP em periodos pré-determinados. Os
resultados mostraram que a proteina-C
reativa, teve sua concentragdo aumentada
antes do aparecimento dos sinais clinicos,
0s quais tornaram-se evidentes por volta

do 17° dia de infecgdo. Registrou-se
trombocitopenia a partir do 3° dia de
infeccdo. Modrulas intracitoplasmaticas
foram detectadas a partir do 15° dia.
Evidenciou-se titulos sorolégicos anti-E.
canis, variando de 1:2560 a 1:5120, e
nPCR positiva no 18° dia. Apdés o
tratamento os caes infectados estavam
assintomdticos, com nPCR negativo e
acentuada reducdo dos titulos de
anticorpos especificos, com persisténcia
da trombocitopenia. A CRP reduziu suas
concentracoes a titulos préximos aos
iniciais. Conclui-se que o tratamento com
doxiciclina é eficiente na erradicacao da
infeccdo  pela amostra E. canis
(Jaboticabal) e que a CRP contribui para o
diagnéstico precoce da erliquiose
experimental em sua fase aguda.

Palavras-chave: infeccdo experimental,

cloridrato de doxiciclina, proteina C-
reativa, nested PCR, Ehrlichia canis, céo.

INTRODUCAO

A erliquiose canina é causada pela
Ehrlichia canis, bactéria gram negativa,
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intracelular obrigatéria, transmitida pelo
carrapato  Rhiphicephalus  sanguineus,
registrada com maior frequéncia em
regides tropicais e subtropicais (NEER,;
HARRUS, 2006).

O periodo de incubagdo da
erliquiose canina varia de 8 a 20 dias,
seguindo a fase aguda, subclinica e
cronica da doenca (HARRUS et al., 1999).
A fase aguda perdura por duas a quatro
semanas e caracteriza-se por hipertermia,
perda de peso, anorexia, depressao,
linfadenomegalia, esplenomegalia,
vasculite, sinais oculares e
musculoesqueléticos (HARRUS et al.,
1999; NEER; HARRUS 2006). A
trombocitopenia é a anormalidade mais
comum em caes natural ou
experimentalmente infectados com E.
canis durante a fase aguda da doenca
(WANER et al., 2000). A fase subclinica
tem duracao muito variavel estendendo-se
de meses a anos (NEER; HARRUS 2006)
e o0 animal pode apresentar altos titulos de
anticorpos anti-E. canis, trombocitopenia
persistente e leucopenia, na auséncia de
outros sinais clinicos (WANER et al,
1997). Possivelmente estas alteracoes
ocorrem pelo fato da bactéria permanecer
alojada no bago do animal, durante a fase
subclinica da doenca (HARRUS et al.,
1998a; HARRUS et al, 2004).
Pancitopenia severa, didtese hemorragica
e debilidade orgéanica caracterizam a fase
cronica da doenca (NEER; HARRUS
2006).

O diagnéstico pode ser feito pela
identificacdo direta de corpusculos de
inclusdo ou mérulas de E. canis em
leucécitos e plaquetas (ELIAS, 1991),
aspirados de linfonodos (MYLONAKIS et
al., 2003) e em aspirados esplénicos
(FARIA et al, 2010). Deteccdao de
anticorpos especificos, por meio do “Dot-
Elisa” (OLIVEIRA et al., 2000) e da
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) (NAKAGHI et al., 2008), bem como
técnicas moleculares, como a nPCR
(NAKAGHI et al., 2008; FARIA et al,
2010), também sdo utilizados para o
diagnostico da erliquiose.

Além desses meios diagnésticos,
pesquisadores tém avaliado formas de
auxiliar na predi¢do do progndstico. Nesse
contexto, estudos tém apontado que a
determinacdo da resposta de fase aguda
pode contribuir para a detecgdo precoce
da doenga em caes, ressaltando inclusive
a importancia da utilizagdo deste método
para processos inflamatérios, que nao
possam ser detectados pela contagem
leucocitaria (NAKAMURA et al., 2008). A
resposta a fase aguda refere-se a uma
reacdo complexa e inespecifica do
organismo animal e se desenvolve
rapidamente  ap6s qualquer injuria
tecidual, podendo ser atribuida a causas
infecciosas, imunoldgicas, neoplasicas, ou
outras com o propésito de restaurar a
homeostase, e remover a etiologia do
desequilibrio (CERON et al., 2005).

Como consequéncia desse
processo  ocorrem  variagbes  nas
concentragoes de proteinas plasmaticas,
conhecidas como proteinas de fase aguda
(PFA) (ECKERSALL, 2000), as quais
podem ser consideradas marcadores
precoces de qualquer processo
patoldgico, uma vez que, desenvolvem-se
antes da resposta imune especifica e, em
muitos casos, no inicio dos sinais clinicos
(CERON et al., 2005). Dependendo do
estimulo, essas PFA podem diminuir ou
aumentar suas concentragbes (MURATA
et al., 2003).

A proteina C-reativa (CRP) foi a
primeira PFA a ser descrita. Em humanos,
€ um marcador sistémico perfeitamente
sensivel a inflamacéo e ao dano tecidual.
Sua concentragdo no plasma aumenta
quando o dano tecidual é causado por
infecgao, inflamacao, neoplasia ou trauma
(MARTINEZ-SUBIELA et al, 2003;
MATIJATKO et al., 2007). Em caes
experimentalmente infectados com E.
canis os autores quantificaram a CRP e
detectaram aumento gradativo entre os
dias 4 e 6 pos-inoculagéao (RIKIHISA et al.,
1994; SHIMADA et al., 2002) até atingirem
0 pico entre 15 e 42 dias apoés a infeccao
(SHIMADA et al., 2002). Com base nos
resultados obtidos nesses estudos, o0s
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autores propuseram que se pode
suspeitar de infecg¢ao por E. canis, quando
os niveis plasmaticos de CRP estiverem
elevados (RIKIHISA et al., 1994), além de
correlacionarem o aumento de CRP a
multiplicacdo da bactéria no sangue do
hospedeiro (SHIMADA et al., 2002).

Apdés a avaliacao diagndstica, é
recomendado o tratamento, o qual é
baseado no uso de antimicrobianos como
o cloridrato de doxiciclina. Contudo,
estudos demonstraram diferencas com
relacéo ao protocolo utilizado e a resposta
ao tratamento (IQBAL; RIKIHISA, 1994;
HARRUS et al., 1998b; NEER; HARRUS
2006; EDDLESTONE et al., 2007), o que
pode ser relacionado a diferenga
imunogénica entre as cepas de E. canis
(ZHANG et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar
a resposta ao tratamento com cloridrato
de doxiciclina em caes durante 21 dias na
infeccdo experimental pela E. canis
amostra Jaboticabal, juntamente com a
dosagem de CRP e os aspectos clinicos e
diagnosticos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela
Comissao de Etica e Bem Estar Animal
(CEBEA) da Universidade Estadual
Paulista, Campus de  Jaboticabal
(protocolo 002460-08).

Foram empregados 10 cdes sem
raca definida (SRD), irmdos de mesma
ninhada, sendo 5 machos e 5 fémeas,
com 2 anos de idade, nascidos e mantidos
no canil experimental do Hospital
Veterinario — UNESP/ Jaboticabal, sem
contato com ectoparasitas e alimentados
com ragdo comercial (Sabor e Vida® -
Guabi) e 4gua a vontade.

No periodo pré-experimental todos
os animais foram imunizados contra
doencas infecciosas (Fort Dodge®) e
vermifugados conforme protoloco do HV —

UNESP / Jaboticabal, e, preventivamente

tratados com ectoparasiticidas. Eram
alimentados com racao comercial (Sabor
e Vida® Guabi) e 4gua a vontade.

Imediatamente antes da infeccéo
experimental foram coletados 10 mL de
sangue, sendo uma aliquota conservada
em acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), para realizagdo de hemograma e
nested PCR e a parte remanescente
dessorada e empregada na pesquisa de
anticorpos anti-E. canis para confirmacao
da auséncia de infeccdo. Realizou-se
ainda a sorologia anti-Babesia canis, para
confirmar a nao infeccdo, bem como a
pureza da amostra E.canis Jaboticabal.

Confirmada a auséncia de infecgao
por estes hemoparasitas, os 10 céaes
foram separados, aleatoriamente, em dois
grupos experimentais: grupo | (n=5)
receberam o indculo de E. canis (11 a l5) e
o grupo C (n=5), serviram como controle
da infecgdo (C1 a C5). Inocularam-se os
caes do grupo |, por via intravenosa, com
aliquotas individuais de 3mL de sangue
infectados com a amostra de E. canis
Jaboticabal (Gene Bank n° DQ401044),
criopreservada em nitrogénio liquido
(CASTRO et. al., 2004). Apos a
inoculagao, 0 aparecimento da
parasitemia foi acompanhado por meio de
pesquisa de moérulas em esfregagos
sanguineos de ponta de orelha (ELIAS,
1991), além do exame fisico diario. No
exame fisico focou-se, principalmente, a
temperatura corpérea, coloragdo das
mucosas Vvisiveis, ingestdes hidrica e
alimentar além do grau de hidratacéo,
frequéncias cardiaca e respiratéria, tempo
de preenchimento capilar, palpacdo de
orgaos abdominais e linfonodos
superficiais. Realizou-se exame fisico dos
animais diariamente até o término do
periodo experimental.

Amostras de sangue foram
coletadas em intervalos descritos no
Quadro 1, e empregadas para a detecgao
do DNA da bactéria, mensurar a CRP,
verificar as alteragbes hematolégicas e
avaliar a soroconversdo provocadas pela
infeccao experimental.
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Quadro 1. Protocolo experimental adotado para os caes controle e experimentalmente infectados com E.

canis, amostra Jaboticabal, 2008.

TEMPO AVALIAGOES DA INFECGAO EXPERIMENTAL

Hemograma
Dosagem de CRP

Dia pré-inoculagéo (D-1)

Sorologia E.canis e B.canis
nPCR para E.canis

Inoculagao (DO)

Hemograma
Dosagem de CRP
Hemograma
Dosagem de CRP
Hemograma
Dosagem de CRP
Hemograma
Dosagem de CRP

3 dias pds-inoculagao (D3)
6 dias pds-inoculagao (D6)

12 dias pés-inoculagao (12)

18 dias pés-inoculagao (D18)

Inoculagao da cepa E.canis Jaboticabal

nPCR para E.canis e sorologia anti-E.canis

Hemograma
Dosagem de CRP

30 dias po6s-inoculagéo (D30)

Inicio do tratamento dos animais (21 dias de duragao)

Hemograma
Dosagem de CRP

25 dias p6s-tratamento (D76)

nPCR para E.canis e sorologia anti-E.canis

Apds o término da fase aguda, 30
dias ap6s a inoculagdo (D30), iniciou-se o
tratamento dos animais infectados com
cloridrato de doxiciclina na dosagem de
5mg/Kg a cada 12 horas durante 21 dias.
Ao término do tratamento, no momento
D76, realizaram-se novas coletas para
avaliacdo da CRP e da eliminagdo da
infecgao.

Os hemogramas foram realizados no
Laboratério Prof. Dr. Joaquim Martins
Ferreira Neto (Patologia Clinica) do Hospital
Veterinario da FCAV-UNESP. Jaboticabal-
SP.

A técnica da reacdo  de
imunofluorescéncia indireta (RIFl) para
Ehrlichia canis e Babesia canis a RIFI foi
realizada como descrito por Nakaghi et
al.(2008), para o sistema E. canis e por

Furuta et al. (2009), para o sistema B. canis.
Diluiram-se as amostras de soros a 1:20 e
1:40 em solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS pH 7,2), e empregadas na
deteccado de anticorpos anti-E. canis e anti-
B. canis, respectivamente. Depositaram-se
10 pL do soro diluido em areas demarcadas
das laminas e entao, incubadas em camara
umida a 37°C. Posteriormente foram
lavadas em PBS (pH 7,2), secas e, em cada
area demarcada adicionado o conjugado
anti-IlgG de cao (cat. n° F7884 Sigma®),
diluido conforme orientacdo do fabricante.
Avaliaram-se as laminas depois de secas e
montadas em glicerina tamponada a micros
copia com emissdo de luz ultravioleta.
Considerou-se positivos para E. canis,
agueles soros que reagiram em diluicdes
maiores ou iguais a 1:20; a positividade da
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reacdo, dada pela observacdo de
fluorescéncia nas morulas,
comparativamente as amostras de soro
controle positivo e negativo. Para B. canis
foram consideradas positivas as reagdes
em que toda a periferia do parasita
apresentou fluorescéncia, na diluicdo de
1:40.

Realizou-se a extracdo de DNA do
sangue por meio do QIAamp® DNA Blood
Mini Kit (cat. n° 51104, Qiagen®), como
preconizado pelo fabricante. A amplificagdo
foi idealizada em duas etapas, em
termociclador (MJ Research - PTC 200)
como descrito por Nakaghi et al. (2008) e
Faria et al. (2010). Utilizou-se na primeira
amplificacdo 5,0uL do DNA da amostra em
5,0uL de tampéao da PCR (PCR buffer 10X —
100mM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KClI),
0,2mM de cada deoxinucleotideo (dTTP,
dATP, dGTP, dCTP, Invitrogen®), 2,5mM de
Cloreto de Magnésio, 1pmol de cada primer
ECC (5'- GAACGAACGCTGGCGGCAAGC -3
e ECB (5- CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA —
3) (Invitrogen®), 0,25U de Taq DNA
Polimerase Recombinante (Invitrogen®) e
4gua (Gibco®) g.s.p. 50uL. Realizou-se a
nPCR utilizando as mesmas solucdes, além
de 1,0uL de amostra do DNA amplificado e
0s primers ECAN (5-
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA
-3) e HE3 (5- TATAGGTACCGTCATTA
TCTTCCCTAT -3'). Os produtos amplificados
foram visibilizados em gel de agarose
(Invitrogen®) a 1,5% corado com brometo
de etidio por meio de um transiluminador de
luz ultravioleta (2020E) acoplado a um
programa computacional analisador de
imagens (Eagle Eye Il - Stratagene®).

As técnicas soroldgicas (RIFI) e
moleculares (nPCR) foram realizadas no
Laboratério de Imunoparasitologia do
Departamento de Patologia Veterinaria da
FCAV — UNESP/Jaboticabal.

Para a dosagem das concentragdes
de proteina C-reativa, utilizou-se o kit
comercial PCR-Ultra Sensivel — método
turbidimétrico  (CAT BT  20.017.00,
BioTécnica, Minas Gerais), cujo principio

consiste de uma reacao de aglutinagao de
particulas de latex recobertas com anticorpo
anti-proteina C-reativa humana, quando
misturadas com a proteina C-reativa
presente na amostra de soro. A aglutinacao
causa uma mudanga de absorbancia
proporcional a concentragdo de proteina C-
reativa da amostra, que é quantificada pela
comparagdo com um calibrador de
concentragao conhecida.

Para a andlise estatistica dos
parametros  hematolégicos, realizou-se
primeiramente uma analise de variancia
para medidas repetidas. Sempre que o
resultado se mostrou significante, utilizou-se
o teste Dunnett com significancia de 5%.
Para a andlise das variaveis independentes
e da proteina C-reativa foi utilizado do teste
“T de Student” também com significancia de
5% (ZAR, 1999).

RESULTADOS

Os animais do grupo controle nao
apresentaram alteracées no exame fisico
durante todo o periodo experimental.
Inversamente, todos os animais infectados
tornaram-se inapetentes por volta do 17° dia
pés-inoculacado (Pl), havendo a necessidade
de apoio nutricional (introducdo de racao
Umida ou dieta caseira para estimulagao do
apetite). As mucosas oral e ocular,
tornaram-se pélidas a partir do 22° dia P,
mantendo-se assim até o inicio do
tratamento.

Quanto a temperatura retal (Figura
1), dois animais (I3 e 15) apresentaram
temperaturas superiores a 39,4°C logo nos
primeiros dias Pl. Contudo, os picos de
temperatura se concentraram entre os dias
12 e 20 PI. Apés este periodo, houve altera-

¢ao individual da temperatura até o dia 28
Pl. Somente o animal |5 manteve a
temperatura acima de 39,4°C até os dois
ultimos dias, do que se considerou a fase
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aguda da infeccao experimental.

41,0 1
40,5 A
40,0 A
39,5 A
39,0 -
38,5 -

Temperatura (oC)

38,0 -

375

1 3 65 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Dias apos inoculagido

Figura 1. Grafico representativo da média da variagao diaria de temperatura dos cées infectados com E.
canis, amostra Jaboticabal, desde o dia -1 até o dia 30 pds inoculagdo. A variagao fisiolégica de
temperatura para a espécie canina é de 37,52 a 39,4°C (FEITOSA, 2004).

Todos o0s animais infectados
apresentaram linfadenomegalia dos
linfonodos mandibulares, pré-escapulares e
popliteos, coincidente com o inicio do
quadro febril.

Quanto a palpacédo abdominal, dois
animais (11 e |4) mostraram destacada
esplenomegalia a partir do 14° dia PI,
persistindo até o inicio do tratamento e,
gradativamente, reduzindo ao longo do
mesmo.

Nos animais de ambos os grupos
nao foram observadas alteragcbes quanto ao
grau de hidratacdo, frequéncias cardiaca e
respiratéria e tempo de preenchimento
capilar.

Nao se evidenciaram diferencas
significativas nos valores médios dos
pardmetros de hemacias, hematdcrito,
hemoglobina e plaquetas durante todo o
experimento no grupo controle. Em
contrapartida, no grupo infectado, a partir do

D3 foi possivel observar trombocitopenia
persistente até o término do periodo
experimental. Reducdo significativa no
nuamero total de hemacias, hemoglobina e
hematdcrito, caracterizando anemia, foram
registradas nos momentos D18 e D30. Os
valores observados para esses parametros
eram significativamente menores (P<0,05),
quando comparados aos do grupo controle
e aos momentos anteriores ao D18 para o
grupo infectado (Tabela 1).

No leucograma o grupo infectado
(Tabela 1) apresentou leucopenia a partir do
D6 que perdurou até o final das avaliagdes.
A contagem diferencial de leucécitos
revelou eosinopenia nos momentos D18 e
D30 e diminuicdo de  neutrdfilos
segmentados também no momento D18. A
contagem de basodfilos e neutrdfilos
bastonetes permaneceu dentro dos valores
de normalidade para os dois grupos
experimentais.
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Tabela 1. Valores médios do hemograma dos caes controles (C) e infectados (l) experimentalmente com E. canis, amostra Jaboticabal. Jaboticabal-SP,

2008.
Momentos experimentais

D-1 D3 D6 D12 D18 D30 D76
Hemacias/uL
o] 7.000.000" 6.890.000* 6.680.000" 6.090.000* 6.020.000" 7.530.000 % 6.450.000 "
I 7.220.000" 6.940.000 6.970.000" 5.980.000 B2 4.510.000 ® 4.220.000 % 6.560.000 "
Hemoglobina (g/dL)
o] 17,44 16,422 16,182 15,682 15,08 19,584 15,864
I 17,928 16,72 17,10 15,625 11,885 10,945 15,82
Hematécrito (%)
C 48,98" 48,88 47,0242 42,66 42 4242 53,26 46,2242
I 50,50 A 49,1472 48,64 42 365 30,78 29,30° 45,28%2
Plagquetas/pL
C 247.600" 241.800" 249.600 " 233.200" 226.200 225.400" 203.400"
I 222.400" 181.000 *° 140.200 * 187.200 % 56.400%° 166.200 "2 181.400 %
Leucécitos/pL
C 8.180" 8.240" 8.900" 8.620" 8.160" 7.820" 6.560"
I 7.380% 7.240%° 5.180 ® 5,540 3.520°% 5.100% 5.180
Eosindfilos/pL
C 890" 99072 440%° 77042 500" 94072 850"
I 5204 43042 310" 2004 4052 5052 260"
Segmentados/pL
o] 4.260% 4.780% 5.970% 5.440" 5.460" 4.390" 3.540"
I 3.980% 4.130%° 3.110™ 3.990% 2.390% 3.520% 3.370%
Linfocitos/pL
C 2.870% 2.300% 1.790" 2.070% 1.640" 2.270% 2.040%
| 2.660 2.390" 1,500 1.05052 840% 1.2705 1.240%
Monécitos/pL
C 1604 1704 53052 1704 400% 1504 1304
I 220" 2907 260" 170" 180" 2107 210"

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os momentos. (P< 0,05) Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05) entre os

grupos infectado () e controle (C).
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No leucograma o grupo infectado
(Tabela 1) apresentou leucopenia a partir
do D6 que perdurou até o final das
avaliagbes. A contagem diferencial de
leucocitos revelou eosinopenia  nos
momentos D18 e D30 e diminuicdo de
neutréfilos segmentados também no
momento D18. A contagem de basdfilos e
neutréfilos bastonetes permaneceu dentro
dos valores de normalidade para os dois
grupos experimentais.

Figura 2. Fotomicrografia de esfregago
sanguineo do pavilhdo auricular de céo
infectado com E. canis, amostra Jaboticabal
no D15 PI, com visualizagdo de mérula.
Aumento de 100X Rosenfeld modificado.

Mérulas intracitoplasmaticas foram
encontradas em esfregacos sanguineos
na extremidade do pavilhdo auricular em
trés (12, 14 e 15) dos cinco animais do
grupo infectado a partir do D15 pos-
inoculagéo, confirmando a parasitemia e a
infeccao por E. canis, (Figura 2).

Os resultados da pesquisa de
anticorpos anti-E. canis e anti-B.canis, por
meio da RIFI, foram negativos para todos
0s animais deste experimento no dia -1,
demonstrando que se tratavam de céaes
nao expostos aos hemoparasitas. Nas
avaliagdes subsequentes (D18 e D76), os
animais do grupo controle permaneceram
negativos aos anticorpos anti-E.canis,
sendo o inverso visto nos animais
infectados, em ambos o0s tempos
experimentais. Os titulos variaram de
1:2.560 a 1:5.120 no D18 a 1:320 a
1:2.560 no D76, como pode ser visto na
tabela 3. Os caes permaneceram
negativos as pesquisas sorologica e
molecular (dado ndo mostrado) de B.
canis durante todo o periodo experimental
demonstrando a pureza da E. canis
amostra Jaboticabal.

Tabela 3. Resultados da sorologia anti-E.canis e anti-B.canis obtidos por meio da RIFI, nos cdes dos
_grupos controle (C) e infectado (l), nos periodos pre-determinados, Jaboticabal-SP, 2008.

Controle E. canis (D-1) B. canis (D-1) E. canis (D18) E. canis (D76)
C1 - - - -
Cc2 - - - -
C4 - - - -
C5 - - - -
1 - - 1:2.560 1:320
12 - - 1:2.560 1:2.560
13 - - 1:2.560 1:1.280
14 - - 1:5.120 1:640
15 - - 1:2.560 1:1.280
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O DNA de E. canis foi detectado

nos caes infectados no 182 dia PI,

tornando-se negativos apds o tratamento

(D76). Os  produtos  amplificados,

12 3 4 5 6 7 8

398 pb

fragmentos de 398 pares de base de E.
canis dos cdes do grupo infectado, no
momento 18, podem ser vistos na figura 3.

10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 3. Visibilizagdo do DNA de E. canis obtido pela nPCR de amostras de sangue de cdes do
grupo infectado com E. canis, amostra Jaboticabal, nos momentos D-1, D18 e D76. Canaleta 1:
marcador de tamanho molecular (100 pb); canaleta 2: controle positivo; canaletas 3 a 7: animais do
grupo | em D-1; canatelas 8 a 12: animais do grupo | em D18; canatelas 13-17 animais do grupo
infectado em D76, canaleta 18 controle negativo (agua); pb (pares de base).

A proteina C-reativa, no grupo
infectado, mostrou aumento crescente nas
suas concentrac¢des séricas a partir do D3,
persistindo até D18 e D30, onde notou-se
sua concentracdo maxima. A partir de

entdo, houve reducdo dos niveis desta
proteina para valores préximos aos do D-1
(Figura 4), sendo significativa (p<0,05),
pelo teste T, a diferenca quando se
compararam as curvas entre 0s grupos.

Proteina C-reativa

7.00
6,00 1
5,00
4,00
3,00 A
2,00 A

Concentragao (mgiL)

1,00 4

0,00

-1 3 6 12 18 30 75

dias

Figura 4. Representagdo grafica das concentragaes de proteina C-reativa nos caes controles (C) e
infectados com E. canis, amostra Jaboticabal (1).

DISCUSSAO

A erliquiose canina € uma doenga
de alta incidéncia na clinica de pequenos
animais e muitos cdes acabam vindos a
Obito por complicacdes decorrentes desta
enfermidade. Embora os meios de
diagnostico e tratamento da erliquiose
canina estejam consolidados, o uso de
ferramentas preditivas nas rotinas clinica
e hospitalar ndo ocorre com frequéncia.

A amostra E. canis Jaboticabal tem

se mostrado eficiente em reproduzir a
infeccdo experimental em c&es, com
resultados semelhantes aos descritos em
outros experimentos (CASTRO et al.,
2004), como também com a infecgdo de
ocorréncia natural (HARRUS et al., 1999;
NEER; HARRUS, 2006; NAKAGHI et al.,
2008; FARIA et al., 2010).

Vet.Not., Uberlandia, v.15. n.2, jul./dez. 2009




74

No que se refere a utilizagdo da
CPR como marcador de inicio de
processo patolégico, o presente estudo

corrobora com Nakamura et al. (2008) e
Cer6on et al. (2005), uma vez que, o
aumento na concentragdo dessa proteina
ocorreu antes mesmo do inicio da
manifestacao clinica.

Apesar de se observar o aumento
da CRP antes da manifestagcao clinica, o
pico ocorreu quando os sinais clinicos
estavam instalados. Resultados
semelhantes aos observados neste
estudo, também foram detectados por
Rikihisa et al. (1994) e Shimada et al.
(2002) em caes experimentalmente
infectados com E. canis amostra
Oklahoma, que mostraram aumento sérico
de CRP a partir de 2 e 4 dias apds a
inoculagao atingindo maiores
concentracdes entre 6 e 15 dias pds-
inoculagdo quando os animais estavam
mais doentes. Essa informagdo demonstra
que a CRP pode ser usada ndao somente
como fator preditivo, mas também informa
a gravidade do processo patologico,
concordando com os achados de
Martinez-Subiela et al. (2003) e Matijatko
et al. (2007) que afirmaram que, quanto
mais grave o dano tecidual, maior é a
resposta das proteinas da fase aguda.

Outro dado interessante que
reforca essa conjectura é a presenca de
trombocitopenia trés dias apés a
inoculacdo. Os mecanismos que estdo
envolvidos na patogénese da
trombocitopenia na erliquiose aguda
incluem aumento de consumo de
plaquetas devido as alteragbes
inflamatérias do endotélio vascular,
aumento do sequestro de plaquetas pelo
baco e destruicdo imunol6gica que resulta
em diminuicdo significativa no tempo de
vida das plaquetas (HARRUS et al.,
1999). Através desses estudos podemos
sugerir que as alteragdes que ocorrem na
formagao da trombocitopenia poderiam ter
influenciado a sintese de CRP, tao
precocemente. Ademais, a persisténcia da
trombocitopenia apés o tratamento

poderia ser atribuida a mecanismos
imunomediados como assinalado por
Waner et al. (2000), que a justificam pela
formacgao de anticorpos anti—plaquetarios.

Esses achados sdo discordantes
do proposto por Neer et al. (2002) que
afirmam que a trombocitopenia pode ser
utilizada para monitorar a resposta a
terapia com doxiciclina.

Além disso, especificamente no
caso da erliquiose, a mensuracdo de CRP
pode também ser usada para demonstrar
0 pico de parasitemia, como referenciado
por Shimada et al. (2002). Nossos
resultados vao de encontro ao destes
autores, uma vez que, a deteccado de
moérulas no sangue periférico ocorreu
quando a concentragcdo da CRP estava
atingindo seus valores mais altos. Vale
ressaltar que Castro et al. (2004) e Silva
(2001) também observaram mobrulas
intracitoplasmaticas nos animais do grupo
infectado, condizente com o observado no
presente  estudo. Contudo, nossos
resultados discordam dos de Harrus et al.
(1998a e 1998b) e Harrus et al. (2004)
pois 0s mesmos ndo observaram morulas
nas amostras dos caes
experimentalmente infectados.

Apés a realizagdo do tratamento,
observou-se uma reducdo significativa na
concentracao de CRP. Contudo, ndo se
pode afirmar que essa diminuigao deve-se
ao uso do antimicrobiano, pois outros
estudos evidenciaram resultados
semelhantes, sem a instituicao de
tratamento (RIKIHISA et al.,, 1994;
SHIMADA et al.,, 2002). Nos estudos
destes autores os animais ja ndo estavam
na fase aguda da doenca e, portanto, ndo
apresentavam mais a sintomatologia
clinica, podendo-se inferir que estavam na
fase subclinica. A redugcdo da CRP na
fase subclinica, poderia ser esperada,
pois as PFA aumentam tdo logo o
organismo entra em contato com o agente
agressor. Portanto, as mensuragbes
durante a fase aguda poderiam realmente
ser Uteis para auxiliar no diagndéstico
precoce e na evolugdo da erliquiose em
caes.
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As alteragcbes observadas no
hemograma dos animais analisados neste
estudo corroboram com os resultados
obtidos por Castro et al. (2004), porém a

maioria destas alteragcdes ocorreram a
partir de D3, enquanto que Castro et al.
(2004) as observaram no hemograma a
partir da primeira semana Pl, embora nos
dois estudos os caes tenham sido
inoculados com a amostra Jaboticabal de
E. canis.

A exata explicacao para estas sutis
diferencas nao foi bem definida. Uma
possibilidade levantada seria a viruléncia
do inéculo, uma vez que Castro et al.
(2004) utilizaram uma amostra original
que estava criopreservada, ao passo que
a empregada neste estudo sofreu uma
passagem em cultivo celular em linhagem
de mondcitos caninos (DH82-ATCC, CRL-
10389, USA), o que poderia aumentar a
viruléncia da amostra, como descrito para
outros agentes infectantes (WELLMAN et
al., 1988).

Outra possibilidade seria os caes
receptores do inoculo. Castro et al. (2004)
inocularam E. canis, amostra Jaboticabal,
em filhotes da raca Pastor alemao de 4
meses de idade, que sabidamente
desenvolvem um quadro clinico severo da
doengca (NEER; HARRUS, 2006;
SHIMADA et al.,, 2002). Neste estudo,
foram empregados cdes sem definigcdo
racial e com dois anos de idade. Desta
forma, o esperado seria um quadro clinico
mais brando o que, de fato, ndo ocorreu.
Estas variagcbes demonstram que a
patogenia da erliquiose canina
experimental, necessita de estudos
adicionais, pois sugerem que outros
fatores, que ndo a raga e idade possam
estar envolvidas, além de apontarem para
variagdes na viruléncia da amostra.

A presenca dos anticorpos
especificos da classe IgG aos 18 dias
apds a inoculagdo demonstra a resposta
imune humoral frente ao parasita,
corroborando com outros estudos que
observaram titulos de anticorpos da
classe IgG em torno de 7 a 21 dias apés a
inoculacdo (WANER et al., 1995 e 2000;
BANETH et al., 2009). Segundo Waner et

al. (2001), a deteccao inicial de IgG
parece ser dependente da quantidade de
organismos erliquiais aos quais o animal
foi exposto, bem como a discrepancia

entre resultados ocorrer pela diversidade
antigénica entre as amostras de E. canis
de diferentes regides do mundo, duracao
do processo infeccioso e diferengas entre
as racas de caes. Posteriormente
observou-se marcada reducao dos titulos
de anticorpos anti-E. canis apés o
tratamento (D76), corroborando com
Eddlestone et al. (2007) que também
mostraram diminuicao da titularidade anti-
E. canis ap6s o tratamento de caes
experimentalmente infectados. Contudo,
outros estudos afirmam que o0s caes
podem permanecer com altos titulos de
lgG por um longo periodo, mesmo apés a
eliminacdo do parasita (IQBAL; RIKIHISA,
1994; HARRUS et al., 1998a; HARRUS et
al., 1998b; HARRUS et al., 2004).

Entre os métodos de diagndstico
da erliquiose canina, a detecgdo do DNA
especifico pela nPCR é considerada uma
técnica de exceléncia para o diagnéstico
da doenca (WEN et al.,1997; HARRUS et
al., 1998a; 2004; NAKAGHI et al., 2008;
FARIA et al.,, 2010). O presente estudo
concorda com esses autores, uma vez
que todos o0s animais inoculados
tornaram-se positivos a nPCR. Além
disso, a nPCR pode ser utilizada como
uma forma de se avaliar a resposta a
terapia empregada (HARRUS et al., 2004;
EDDLESTONE et al., 2007).
Corroborando com esta informacgao, todos
os animais infectados deste experimento
tornaram-se negativos apds o tratamento
com cloridrato de doxiciclina.

CONCLUSOES

Pode-se concluir com este estudo
que as mensuragcoes de CRP podem
contribuir para a suspeigao clinica e para
o diagnéstico precoce da erliquiose em
cées, bem como o tratamento com
doxiciclina na dosagem e tempo
empregados neste estudo foi eficiente,
pois além da negativacdao molecular, houve

Vet.Not., Uberlandia, v.15. n.2, jul./dez. 2009




76

reducdo significativa dos titulos de
anticorpos  associada a  completa
recuperacao clinica da doenca. Contudo,
€ importante ressaltar que a contagem de
plaguetas deve ser usada com cautela na
avaliagdo da resposta a terapia. Vale
salientar, que a persisténcia de titulos de
anticorpos, mesmo que baixa, e a reducao
na contagem de plaquetas observadas
nos animais, apdés o tratamento, foram
atribuidas as reacdes imunopatolégicas
que a bactéria causa no hospedeiro, nao
significando necessariamente a persistén-
cia da infeccao.

Measurement of c-reactive protein in
experimental infection by Ehrlichia
canis (Jaboticabal sample) and after
treatment with doxycycline
hydrochloride in dogs

ABSTRACT

Canine ehrlichiosis is an endemic disease,
with high incidence in the Northwest area
of Sao Paulo State — Brazil and it is
responsible for the death of numerous
dogs. The rapid and accurate diagnosis
helps the prompt establishment of
treatment and improves the prognosis of
the animal. Evidence has shown that the
measurement of acute phase proteins
(APP) can contribute for the early
detection of the disease and help to
predict its prognosis. This study evaluated
the  C-reactive protein in  dogs
experimentally infected with  Ehrlichia
canis, Jaboticabal — SP — Brazil sample,
and the response to therapy with
doxycycline. Ten dogs, with no previous
hemoparasitosis, were randomly assigned
in either the infected group (5 animals),
which received the bacteria, or the control
group (5 animals). In pre-determined
intervals physical examination, their blood
was colected and hemogram, nested
PCR, anti-E. canis antibodies detection
and tritation of C-reactive protein were

performed. We showed that, in infected
dogs, the concentration of C-reactive
protein were increased previous to the
clinical signs forthcoming. The clinical
signs were evident around the 17th day of
infection. Thrombocytopenia was found on
the 3th day of infection. Intra-cytosolic
morules were detected on the 15th day of
infection. Sorologic tritation of anti-E.
canis, ranging from 1:2560 to 1:5120, and
positive nPCR were found on the 18th day
of infection. After the treatment (D76), the
animals were clinically healthy, with
negative nPCR and decreased tritation of
specific ~ antibodies, although  the
thrombocytopenia had persisted. The CRP
analyzed were similar to basal levels. This
study showed that the doxycycline
treatment was clearance of experimentally
induced E. canis strain from Jaboticabal
infection in dogs and the measurement of
CRP can, indeed, contribute for the early
diagnosis of the experimental acute phase
of canine ehrlichiosis.

Keywords: experimental infection,
doxycycline  hydrochloride,  C-reactive
protein, nested PCR, Ehrlichia canis, dog.
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