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1. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O estéagio supervisionado em Medicina Veterinaria foi realizado na area de
Patologia Clinica no laboratério do Hospital Veterinario da Universidade Federal
de Goias (UFG), em Goiania, o qual se localiza dentro da Escola de Medicina
Veterinaria, Campus Samambaia (Campus II).

O inicio do estagio se deu no dia 12 de fevereiro e o término no dia 27 de
abril, somando um total de 520 horas. As atividades foram desenvolvidas
juntamente com os técnicos laboratoriais Helton e Maria, e 0 biomédico Wesley
Francisco Neves, sob a supervisao do prof. Ms. Adilson Donizetti Damasceno e a
orientacdo do prof. Ricardo Sampaio Marques. A rotina se iniciava as oito horas
da manha e terminava as 18:00 horas, sendo normalmente estendida, e tinha
frequéncia de segunda-feira a sexta-feira.

O laboratorio possui um computador com impressora e acesso a internet,
uma bancada com duas pias, um destilador, um espectrofotdmetro simples e
outro de chamas, um homogenizador de sangue, um contador automatico de
células com impressora, um analisador de bioquimica liquida, uma
microcentrifuga, duas macrocentrifuga, dois banhos-marias, um refratbmetro,
quatro estufas, microscopios opticos, duas geladeiras com congelador, vidrarias
para os diferentes métodos de exames de fezes, para raspado de pele, urinalises,
hemogramas e bioquimicas sangtiineas.

As amostras eram em sua maioria de animais atendidos no préprio hospital
e eram encaminhadas através de um 6culo lateral juntamente com a solicitacao
dos exames. Apds o processamento do material, os resultados eram anotados em
cadernos de hemogramas de pequenos animais e outro de grandes animais,

urindlise, bioquimicos de pequenos animais e de grandes animais



separadamente, parasitologicos e de fluidos corp6reos. Em cada caderno era
identificada a data, espécie, sexo, idade, nome do animal, proprietario e médico
veterinario responsavel pelo atendimento, além do tipo de material analisado.

O total de exames realizados durante os aproximados trés meses de

estagio estdo relacionados na Tabela 1 de uma forma generalizada.

Tabela 1 - Numero total de exames realizados durante o estagio supervisionado
em Medicina Veterinaria na Universidade Federal de Goias (UFG), no
periodo de 12 de fevereiro de 2007 a 27 de abril de 2007.

Exames Fevereiro Marco Abril Total
Hemograma 114 237 172 523
Bioquimico 202 461 391 1054
Outros’ 62 112 70 244
Total 377 809 633 1819

1 - Urindlise, raspado de pele, exame de fezes, liquor.

O material para exame dos raspados de pele eram encaminhados em
placas de petri esterilizadas e misturava-se ao material coletado hidroxido de
sodio para clarificacdo dos pélos facilitando assim a procura por acaros, hifas de
fungos e macroconideos.

O material para urindlise era encaminhado em seringas e coletados por
cistocentese, no caso das fémeas, ou cateterizacdo quando se tratava de
machos. A urina era transportada para tubos conicos, feita a analise fisica e a
quimica com fitas reagentes comerciais, e centrifugada para a realizacdo da
sedimentoscopia de forma qualitativa.

Os resultados eram repassados para os cadernos especificos, permitindo a
visualizacdo destes pelos médicos veterinarios e demonstrada a quantidade

desenvolvida na Tabela 2.

Tabela 2 - Outros exames de rotina realizados durante o estagio supervisionado
em Medicina Veterinaria na Universidade Federal de Goias (UFG), no
periodo de 12 de fevereiro de 2007 a 27 de abril de 2007.

Exames Fevereiro Marco Abril Total
Urinalise 46 62 45 153
Fezes 2 6 5 13




Raspado de pele 14 43 20 77
Liquor 0 1 0 1
Total 62 112 80 244

Os tubos sem EDTA eram encaminhados para bioquimica sérica,
permanecendo durante a parte da manhd em banho-maria para facilitar na
retracdo do coagulo. Na parte da tarde eram centrifugados para a obtencdo do
soro e posteriormente analisados no aparelho de bioquimica liquida. As
bioquimicas eram realizadas apenas nesse periodo, pois o0 aparelho permanecia a
disposicéo de projetos de pesquisa durante toda a manha.

Ao término do dia os resultados obtidos eram anotados no caderno de
biogquimicos e as amostras encaminhadas fora do horario de processamento eram
centrifugadas para obtencdo do soro, o qual era repassado para um frasco tipo
ependorfe com auxilio de uma pipeta e congelado para ser processado no dia
seguinte com as novas amostras. Apdés a execucdo dos exames no periodo de
estagio foram anotados todos os resultados de cada bioquimico individualmente,
0S quais estdo demonstrados e totalizados na Tabela 3.

Os tubos de ensaios contendo EDTA eram encaminhados para
hemograma completo e logo levados ao homogenizador, onde permaneciam por
dois minutos antes de ser feita a leitura no contador de células que era
previamente calibrado de acordo com a espécie a ser analisada e fornecia os
resultados impressos. Enquanto estava sendo feita a leitura, confeccionavam-se
as laminas que eram coradas com pandptico rapido apos secarem.

As laminas confeccionadas eram observadas em microscopio Optico para
contagem total de leucdcitos, visualizacdo da morfologia das células e pesquisa
de hemoparasitas. Esse processo era feito pelo biomédico Wesley Francisco
Neves, quem era responsavel por concluir o exame e copiar 0s resultados para 0s
cadernos, disponibilizado para os médicos veterinarios do hospital.

O numero total de hemogramas realizados para cada espécie esta
disposto na Tabela 4 e os resultados da série vermelha se encontram na Tabela
5, demonstrando os diferentes tipos de anemias e morfologia das hemécias.



Tabela 3 - Andlises bioguimicas realizadas durante o estagio supervisionado em
Medicina Veterinaria na Universidade Federal de Goias (UFG), no
periodo de 12 de fevereiro de 2007 a 27 de abril de 2007.

Bioquimicos Fevereiro Marco Abril Total
Uréia 30 44 38 112
Creatinina 54 132 94 280
Fosfatase Alcalina 32 79 62 173
Proteina Total 11 15 22 48
ck! 1 4 4 9
ALT? 59 140 92 291
AST? 6 28 30 64
GGT* 2 5 12 19
Glicose 4 3 8 15
Albumina 0 9 10 19
Bilirrubina 3 7 11 21
Calcio 0 0 4 4
Fésforo 0 0 4 4
Total 202 461 391 1054

1 — Creatinina quinase.

2 — Alano amino transferase.

3 — Aspartato amino transferase.
4 — Gama glutamil transpeptidase.

Tabela 4 - Hemogramas realizados para cada espécie durante o estagio
supervisionado em Medicina Veterinaria na Universidade Federal de
Goias (UFG), no periodo de 12 de fevereiro de 2007 a 27 de abril de

2007.
Meses Canino Felino Bovino Equino Ovino Total
Fevereiro 104 8 2 0 0 114
Marcgo 218 11 0 8 0 237
Abril 148 6 6 10 2 172
Total 470 25 8 18 2 523
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Tabela 5 - Perfil hematolégico dos pacientes relacionado com a quantidade
encontrada durante o0 estagio supervisionado em Medicina
Veterinaria na Universidade Federal de Goias (UFG), no periodo de
12 de fevereiro de 2007 a 27 de abril de 2007.

Perfil hematol6gico Quantidade de exames Valores relativos
Anemia normocitica normocrémica 192 26.81%
Anemia macrocitica normocrémica 4 0.56%
Anemia microcitica normocrémica 4 0.56%
Anemia microcitica hipocrémica 2 0.28%
Policitemia relativa 3 0.42%
Policitemia absoluta 6 0.84%
Anisocitose leve 36 5.03%
Anisocitose moderada 66 9.22%
Anisocitose intensa 1 0.14%
Trombocitopenia 105 14.66%
Trombocitose 3 0.42%
Macroplaquetas 6 0.84%
Policromasia 4 0.56%
Presenca de eritroblastos 10 1.40%
Leve hipocromia 9 1.26%
Sem alteracoes 265 37%
Total 716 100%

A contagem e diferenciacdo de cem leucdcitos durante a visualiza¢do da
lamina conferiam o namero relativo de cada célula branca encontrada e depois
era calculado o valor absoluto para uma melhor interpretagéo do leucograma.

Todos os resultados obtidos durante o periodo do estagio supervisionado
estdo expostos nas Tabelas 6 e 7. Tais conclusdes foram baseadas nos valores

absolutos encontrados em cada leucograma analisado.
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Tabela 6 - Quantidade de leucogramas que apresentaram alteracdo do ndamero
total de leucdcitos realizados durante o estagio supervisionado em
Medicina Veterinaria na Universidade Federal de Goias (UFG), no
periodo de 12 de fevereiro de 2007 a 27 de abril de 2007.

Leucocitose Leucopenia

Neutrofilia 43
Neutropenia 77
Eosinofilia 3
Eosinopenia 6 54
Linfocitose 1
Linfopenia 4 53
Monocitose 14
Monocitopenia 35
Desvio a esquerda 30 5

Tabela 7 - Quantidade de alteracdes no leucograma sem visualizagdo de aumento
ou reducdo no numero total de leucécitos, realizados durante o
estagio supervisionado em Medicina Veterinaria na Universidade
Federal de Goias (UFG), no periodo de 12 de fevereiro de 2007 a 27
de abril de 2007.

Alteracdes no leucograma Quantidade encontrada
Neutrofilia
Neutropenia 12
Eosinofilia S
Eosinopenia 47
Linfocitose 4
Linfocitopenia 50
Monocitose 3
Monocitopenia 7
Linfécitos atipicos 4
Plasmacitos 1
Desvio a esquerda 34
Leucogramas incontaveis 2
Sem alteracdes 219

Apoés a obtencéo dos perfis hematologicos dos animais avaliados durante o
estagio supervisionado, foi desenvolvida uma tabela com valores absolutos e
relativos das hemoparasitoses encontradas, os quais estdo dispostos na Tabela
8.
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Além disso, as alteragcbes no eritrograma e leucograma dos animais com
hepatozoonose, erliquiose e babesiose, foram analisadas e descritas nas Tabelas

9 e 10, as quais serdo discutidas posteriormente.

Tabela 8 - Quantidade absoluta e relativa dos hemogramas realizados na rotina
em comparacdo com 0s positivos para hemoparasitoses analisados
durante o estagio supervisionado em Medicina Veterinaria na
Universidade Federal de Goias (UFG), no periodo de 12 de fevereiro
de 2007 a 27 de abril de 2007.

Namero absoluto Namero relativo
Nuamero total de 523 100%
hemogramas
Hepatozoonose 1 0.19%
Erliquiose 9 1.72%
Micoplasmose 2 0.38%
Babesiose 10 1.91%

O presente trabalho visa enfatizar os hemoprotozoarios mais encontrados
na medicina veterinaria, evidenciando os de maior incidéncia nos caninos. Sendo
assim, foram confeccionadas tabelas que demonstram as diferengas nos
hemogramas e leucogramas dos pacientes acometidos por hepatozoonose,
erliquiose e babesiose, as quais serdo discutidas posteriormente.

Tabela 9 - Demonstracdo da correlacdo entre os achados do leucograma com o
namero total de hemoparasitoses diagnosticadas durante o estagio

supervisionado em Medicina Veterinaria na Universidade Federal de
Goias (UFG), no periodo de 12 de fevereiro de 2007 a 27 de abril de

2007.
Eritrograma Hepatozoonose Erliquiose Babesiose  Total
Anemia Normocitica Ausente 8 (88.9%) 9 (90%) 17
Normocromica
Anemia microcitica Ausente Ausente 1 (10%) 1
hipocromica
Anisocitose leve Ausente Ausente 1 (10%) 1
Anisocitose moderada Ausente 1(11.1%) 4 (40%) 5
Hipocromia leve Ausente 1(11.1%) 1 (10%) 2
Trombocitopenia Ausente 7 (77.8%) 2 (20%) 9
Macroplaquetas Ausente 1(11.1%) 1 (10%) 2
Presenca de Ausente 1(11.1%) 1 (10%) 2
eritroblastos
Sem alteracao 1 (100%) 1(11.1%) Ausente 2
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Tabela 10 - Demonstragcao da correlacdo entre os achados do leucograma com o
namero total de hemoparasitoses diagnosticadas durante o estagio
supervisionado em Medicina Veterinaria na Universidade Federal de
Goias (UFG), no periodo de 12 de fevereiro de 2007 a 27 de abril de

2007.
Leucograma Hepatozoonose Erliquiose Babesiose Total
Leucopenia por Ausente 7 (77.8%) Ausente 7
neutropenia
Leucopenia por Ausente Ausente 2 (20%) 2
linfopenia
Panleucopenia Ausente 1(11.1%) 1 (10%) 2
Leucocitose por Ausente Ausente 1 (10%) 1
neutrofilia
Leucocitose por Ausente Ausente 1 (10%) 1
monocitose
Desvio a esquerda 1 (100%) Ausente 1 (10%) 2
Eosinopenia Ausente 5 (55.5%) 2 (20%) 7
Linfopenia Ausente 3 (33.3%) 2 (20%) 5
Monocitopenia Ausente 3 (33.3%) Ausente 3
Linfocitos atipicos Ausente 2 (22.2%) Ausente 2
Sem alteracao Ausente 1(11.1%) 2 (20%) 3
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2. INTRODUCAO

Os parasitas internos ou endoparasitas vivem no interior do organismo dos
animais domésticos, 0s quais conferem nutricdo e protecdo aos organismos,
assumindo assim, o papel de hospedeiros (HENDRIX, 2006).

De acordo com Hendrix (2006) os hospedeiros que alojam as formas
maduras ou que possuem reproducdo sexuada sdo denominados definitivos. Ja
0S que abrigam estagios mais imaturos ou de reproducdo assexuada s&o 0S
intermediérios.

Os hemoprotozoarios sdo organismos unicelulares encontrados no sistema
circulatério de diversas espécies animais. A grande maioria desses organismos €&
encontrada em eritrocitos e sdo transmitidos, normalmente, através da picada do
carrapato, possibilitando a inoculagéo dos parasitas na circulagdo sanguinea dos
hospedeiros definitivos (HENDRIX, 2006).

No Brasil existe uma variedade muito grande de espécies de carrapatos
acometendo 0s pequenos animais, 0 que € resultante dos diferentes
ecossistemas pertencentes ao pais. Além dessas caracteristicas ambientais, a
diversidade de hospedeiros de cada regido facilita a existéncia de determinadas
espécies de carrapato nos cades (LABRUNA et al., 2001).

O Rhipicephalus sanguineus € o hospedeiro intermediario de maior
prevaléncia e distribuicdo no territério brasileiro, o que foi comprovado por
Labruna et al. (2001) através de estudos em areas rurais.

Os animais acometidos apresentam varios sinais clinicos néo
patognoménicos da doenca, necessitando assim de analises laboratoriais

complementares para confirmacgao do diagndstico.
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O hemograma completo pode auxiliar no diagnéstico através da
visualizacdo dos parasitas em filmes sangiineos. No caso das babesioses os
organismos se alojam em eritrécitos, enquanto que nas hepatozoonoses e
erliquioses os leucdcitos sédo as células parasitadas.

Além disso, os esfregacos podem revelar modificagbes na morfologia dos
eritrécitos que indicam a presenca de microorganismos causadores de anemia
hemolitica imunomediada como a formacdo de esferécitos e aglutinacao
(THRALL, 2007).

Pode-se ainda observar nos animais com hemoparasitoses que os valores
de hemacias, hemoglobina e hematdcrito se apresentam em niveis menores que
os referenciais, evidenciando uma anemia verdadeira.

A anemia pode ser classificada quanto aos indices hematimétricos de
volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo hemoglobinica corpuscular
média (CHCM), os quais podem estar reduzidos, normais ou aumentados,
colaborando para a diferenciacdo de anemia regenerativa da nao regenerativa e,
assim, direcionando a suspeita clinica a um determinado parasita. A erliquiose,
por exemplo, normalmente leva a uma anemia normocitica normocrémica
arregenerativa, ao passo que a babesiose cursa com anemia hemolitica
regenerativa (HENDRIX, 2006; THRALL, 2007).

Outra maneira de classificacdo em regenerativa e ndo regenerativa é a
contagem de reticulocitos ou presenca de anisocitose, ou seja, visualizacdo de
células jovens na circulacdo demonstrando que a medula 6ssea esta produzindo
novas ceélulas, sendo assim, uma anemia regenerativa. Essas células sao
frequentemente observadas em pacientes com babesiose (HENDRIX, 2006;
THRALL, 2007).

No leucograma podem-se encontrar muitas variagées, ndo se incluindo em
um indice muito fidedigno na avaliacdo das hemoparasitoses. Basicamente, a
erliquiose leva a uma reducéo dos niveis de leucécitos (leucopenia) e a babesiose
e hepatozoonose levam ao aumento destes (leucocitose). A contagem diferencial
€ essencial para classificar o aumento ou reducdo de cada tipo de leucdcito, o
que pode classificar um processo agudo ou croénico.

Porém, a avaliacdo do hemograma e leucograma nao devem ser

conclusivas quanto a presenca dos organismos intracelulares. Outros métodos
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diagnésticos incluem a imunofluorescéncia indireta (IFI), a analise
imunoabsorvente ligada a enzima (ELISA) e a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), que séao testes mais fidedignos na identificacdo do hemoparasita.

O teste de imunofluorescéncia indireta pode ser empregado para detec¢éo
de antigenos ou anticorpos. Consiste em um teste de referéncia na sorologia
devido sua sensibilidade, especificidade, simplicidade na padronizacdo e
execucao, determinacao de classes e subclasses de anticorpos empregando-se
conjugados especificos. Porém, o teste € um pouco limitado pela necessidade de
um microscopio de fluorescéncia, subjetividade na leitura e a ndo-automacao
(FERREIRA e AVILA, 2001).

Ferreira e Avila (2001) relatam o ELISA como um teste de elevada
sensibilidade e especificidade, é de rapida e facil execucao, baixo custo, leitura
objetiva e pode se adaptar a diferentes graus de automacdo. Sendo assim, tem
sido cada vez mais empregada nos laboratérios, substituindo outros testes como
o radioimunoensaio e o IFI.

O PCR é um método de amplificacdo de uma sequéncia de bases
nitrogenadas (fragmentos de DNA) especificas para um determinado organismo,
sendo feita posteriormente a leitura em gel de agarose ou por hibridizacéo.
Consiste em um teste altamente sensivel e especifico, mas a escolha das bases
especificas a serem amplificadas € crucial para um resultado fidedigno
(FERREIRA e AVILA, 2001).

O presente trabalho tem como principal objetivo comparar as alteracoes
hematoldgicas com a presenca de Hepatozoon canis, Ehrlichia canis e Babesia
spp. Além disso, demonstrar a morfologia de cada parasita pela visualizacdo em
esfregacos sangiliineos e citar outros meios diagndsticos que podem ser
empregados para um diagndstico mais preciso.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Hepatozoonose canina

Hepatozoonose € causada por uma bactéria pertencente ao Filo
Apicomplexa, Familia Haemogregarinidae e Género Hepatozoon, que esta
intimamente relacionado a espécie Plasmodium e piroplasmas (GONDIM et al.,
1998; BANETH et al.,, 2002; BANETH et al.,, 2003; GONEN et al., 2004,
KARAGENC et al., 2005). Porém, O'Dwyer e Massard (2002) denominam a
familia a qual o parasita pertence de Hepatozoidae e compartilham das demais
classificagdes.

Foram reconhecidas duas espécies distintas nos céaes, Hepatozoon canis
que predomina em regibes tropicais e subtropicais do Velho Mundo; e
Hepatozoon americanum encontrado no sul dos Estados Unidos da América
(EUA). Tal diferenciacdo foi baseada nos sinais clinicos, tropismo tecidual,
caracteristicas morfolégicas, patoldgicas, genéticas e antigenicidade (VICENT-
JOHNSON et al., 1997; PANCIERA et al., 1999; BANETH et al., 2000; BANETH et
al., 2002; PALUDO et al., 2003; FORLANO et al., 2005).

Segundo Coles (1980) e Panciera (1999), o primeiro relato de
hepatozoonose em caes foi no Texas. Em contrapartida, Baneth et al. (2001) e
O’Dwyer e Massard (2002) relataram que o primeiro achado foi na india em 1905
por James, onde a doenca foi caracterizada por anemia e letargia.

No Brasil foi primeiramente relatada no estado do Rio de Janeiro por
Massard (1979), seguido dos estados de Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais
e Rio Grande do Sul por Massard et al. (1979), Mundim et al. (1994), O’'Dwyer et
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al. (1997) e Gondim et al. (1998) respectivamente, citados por O'Dwyer e Massard
(2002) e Forlano et al. (2005).

A transmissao do Hepatozoon canis é feita pelo carrapato marrom do céo,
Rhipicephalus sanguineus, ao passo que o0 Hepatozoon americanum € um
protozoario que infecta o Amblyomma maculatum (VICENT-JOHNSON et al.,
1997; PANCIERA et al., 1999; BANETH et al., 2000; BANETH et al., 2002;
FORLANO et al., 2005).

Forlano et al. (2005) observaram a incidéncia de um novo vetor da
hepatozoonose canina em areas rurais, o Amblyomma ovale. Corroborando com
os achados de O’Dwyer et al. (2000), que relatam a incidéncia de ambos os
parasitas em regides campestres.

O ciclo de vida do Hepatozoon canis se inicia pela ingestdo do carrapato
contaminado com oocistos maduros do protozoario circulantes na hemolinfa. Tais
oocistos se rompem no trato digestorio do hospedeiro definitivo (canino),
liberando esporozoitos com capacidade de alcancar a parede intestinal e se
disseminar via linfatica ou sanglinea. A partir dessa disseminacdo infectam
fagocitos mononucleares e células endoteliais do bacgo, figado, pulmbes, medula
0ssea, linfonodos e miocardio, onde se instalam e formam cistos (BANETH et al.,
1998; BANETH et al., 2001; BANETH e SHKAP, 2003; ETTINGER e FELDMAN,
2004; FORLANO et al., 2005).

Séao formados dois grupos a partir do processo denominado merogonia, 0
qual ocorre no interior dos 6rgdos hemolinfaticos dos caes acometidos. Os
macromerontes responsaveis pela formacdo de novos esporozoitos, e 0s
micromerontes que formam os gametoécitos circulantes apO0s penetrarem nos
leucocitos e sofrerem um novo processo conhecido como gametogonia (BANETH
et al., 2002; BANETH e SHKAP, 2003; ETTINGER e FELDMAN, 2004; FORLANO
et al., 2005).

O parasita tem seu ciclo de vida concluido apés o carrapato ingerir o
sangue contaminado com gametocitos, culminando na formacdo de novos
oocistos em sua hemolinfa (BANETH et al., 2000).

Segundo Baneth et al. (2000) e Ettinger e Feldman (2004), os gametocitos
podem ser encontrados no citoplasma de neutrofilos e monécitos que circulam no

sangue periférico do hospedeiro definitivo.
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O periodo de incubacao varia de 28 a 78 dias para detec¢do microscopica
do gametdcito circulante nas células sanguineas e de 13 a 35 dias para merontes
presentes na medula 6éssea. Em testes por imunofluorescéncia indireta obteve-se
um periodo de sete semanas para deteccao de titulos altos de anticorpos anti-H.
canis em 100% dos animais acometidos (BANETH et al., 1998; BANETH et al.,
2001).

Baneth et al. (2001) inocularam artificialmente e naturalmente ninfas de
Hepatozoon canis nos ectoparasitas, os quais foram administrados via percutanea
em um grupo de caninos e em outro procedeu a ingestdo natural do parasita. O
estudo demonstrou que a maior parte dos animais (75%) contaminados pela
ingestdo dos oocistos maduros na hemolinfa dos carrapatos apresentou
parasitemia positiva. Ao passo que apenas 57% dos infectados percutaneamente
obtiveram positividade.

A infecgcdo por Hepatozoon canis pode se comportar desde uma forma
assintomatica até severa e potencialmente fatal, quando se encontra letargia,
caquexia e anemia acentuada. Essa diferenciacdo também interfere na
parasitemia, a qual se encontra elevada nos casos de severidade, obtendo 39%
de neutrdéfilos e mondcitos infectados. Ao passo que em casos leves e moderados
esse valor decresce no maximo para 3% e 18%, respectivamente (GONDIM et
al.,1996; VICENT-JOHNSON et al.,1997; O'DWYER et al., 2000; O'DWYER e
MASSARD, 2002; BANETH et al., 2002; KARAGENC et al., 2005).

De acordo com Vicent-Johnson et al. (1997) e Karagenc et al. (2005) a
doenca tem manifestacdo subclinica em sua maioria e, consequentemente, uma
parasitemia muito baixa (0,5%). A esse fato atribue-se uma pequena quantidade
de células infectas circulantes no momento da coleta ou ao fato de que alguns
gametdécitos podem se perder com o processamento do material.

O'Dwyer et al. (2000) demonstraram que nao ha diferenciacdo na
prevaléncia da infec¢éo devido a idade dos animais. Em contrapartida, Mundim et
al. (1994) observaram maior incidéncia em animais com menos de um ano de
idade. J& Baneth e Weigler (1997) citam que a maior ocorréncia da doenca se da
em jovens com até seis meses e adultos entre 5 e 10 anos, apesar de que todas

as idades podem ser acometidas.
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E confirmado que a terapia com prednisolona reflete na liberacdo de
gametdécitos na circulacao periférica apos 48 horas da administracao, culminando
com o inicio da parasitemia. Outros fatores foram relatados em detrimento da
imunossupressao, como animais com o sistema imune imaturo, disfuncdes
congénitas ou doengas infecciosas que induzam a queda da imunidade em
jovens, resultando na manifestacao clinica da hepatozoonose (BANETH et al.,
2001; BANETH et al., 2002; ETTINGER e FELDMAN et al., 2004).

Os sinais clinicos observados sao: anorexia, mucosas palidas, perda de
peso, dor, diarréia, vomito, andar cambaleante, febre, politria e polidipsia
(GONDIM et al., 1998; PALUDO et al., 2003). Ettinger e Feldman (2004) relatam
ainda a ocorréncia de depresséao, diarréia sanguinolenta e corrimento oculonasal.

Os achados hematologicos incluem anemia normocitica normocrémica
regenerativa, leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda e monocitose.
Alguns animais podem apresentar ainda eosinofilia e linfocitose (GONDIM et al.,
1998; PALUDO et al.,, 2003; ETTINGER e FELDMAN, 2004). J& O'Dwyer e
Massard (2002) relataram que néo ocorre leucocitose neutrofilica.

Observou-se 0 aumento da fosfatase alcalina devido a proliferacdo de
periosteo nos 0ssos, exceto no cranio. Além disso, pode-se encontrar
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, demonstrando hepatopatias croénicas
devido a perda da capacidade de depuracdo de proteinas estranhas pelo figado,
estimulando assim, o sistema imune a aumentar a producdo de globulinas
(BANETH e WEIGLER, 1997; O'DWYER e MASSARD, 2002; GONDIM et al.,
1996; ETTINGER e FELDMAN, 2004; THRALL, 2007).

O diagnostico é feito pela visualizacdo de esfregacos sangliineos corados
com Giemsa ou Leishman, possibilitando a identificagdo dos gametocitos no
interior de neutrofilos e mondcitos (ETTINGER e FELDMAN, 2004). Hepatozoon
canis sao protozoarios intracitoplasmaticos grandes que possuem caracteristica
de ocuparem o centro da célula, comprimindo o nucleo celular (BANETH et al.,
2000; BANETH et al., 2002).

Segundo Baneth et al. (2002), os gametdcitos medem cerca de 11um X
4um e possuem um formato eliptico, confrontando com Gondim et al. (1998) que

obteve resultados de 6.8 x 4.0 um por 7.5 X 4.5 um de diametro.
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Fonte: arquivo pessoal, 2007

Figura 1 - As setas apontam o gametdcito do
Hepatozoon canis em neutréfilos encontrado na
visualizacdo do esfregago sangiiineo ao aumento
de 100 X.

Pode-se observar merozoitos a partir da bidpsia do tecido contendo
merontes. Tais formacdes sdo mais alongadas e se organizam em circulos,
permanecendo um centro livre de coloracdo (BANETH et al., 2002).

Acredita-se que a nao visualizacdo dos gametocitos se deve ao fato de
estar dentro dos cistos no momento da coleta do sangue ou devido a parasitemia
ser muito baixa (VICENT-JOHNSON et al., 1997; PALUDO et al., 2003).

Com o objetivo de quantificar e caracterizar o protozoario, Baneth et al.
(2000) utilizaram nitrogénio para a purificacdo do parasita em leucocitos,
resultando em gametdcitos livres, com morfologia intacta e o minimo de
contaminacao por debris celulares. Pela avaliagdo em microscopia eletronica néo
foi observado nenhum dano a forma dos gametdcitos. Porém, no microscépio de
fase, pbde ser observada uma formacdo em anzol, demonstrando um prejuizo a
estrutura interna do parasita ou separagdo entre o citoesqueleto do neutréfilo e o
parasita.

Baneth et al. (2000) observaram também que a quantidade de parasitas
purificados depende do numero de neutrofilos infectados e sucesso no uso de

nitrogénio para romper as células sem danificar a morfologia dos gametdcitos.
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Além disso, o0 método de purificacdo permitiu a realizacdo do teste de western
blot, onde foi verificada a rea¢do do soro infectado com inimeros antigenos do
parasita (BANETH et al., 2000; O'DWYER e MASSARD, 2002).

Segundo Baneth et al. (1998) o uso da sorologia demonstrou maior
eficiéncia nos casos mais crbnicos, onde a parasitemia é baixa e existe
dificuldade de visualizacdo do parasita em esfregacos sanguineos. Sendo
concluido que a titulacdo alta de IgM demonstra uma infeccao recente, ao passo
que a elevacao de IgG denota uma situacao cronica da doenca.

Gonem et al. (2004) desenvolveram um estudo diagndstico comparativo
entre a andlise imunoabsorvente ligada a enzima (ELISA) e teste de
imunofluorescéncia indireta (IFI), concluindo que o primeiro apresentou maior
eficiéncia e praticidade no desenvolvimento e na analise de resultados. A esse
fato atribui-se a condicéo de que o IFI detecta a reacao antigeno-anticorpo fora da
membrana celular parasitada. Porém, o ELISA identifica o complexo em qualquer
estrutura celular.

A proporcao de positividade entre a deteccdo através da microscopia, IFl e
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) também demonstrou uma diferenciacao
consideravel entre si, tendo o IFI uma maior sensibilidade diagnéstica que os
demais métodos estudados (KARAGENC et al., 2005). A isso se atribui o fato de
que o IFl é capaz de detectar a incidéncia do protozoario tanto em uma
parasitemia baixa quanto intermitente, mesmo durante a fase de aprisionamento
do parasita em cistos como meronte nos Orgdos do animal comprometido
(BANETH e WEIGLER, 1997; KARAGENC et al., 2005).

A ocorréncia de infeccdo cruzada é bastante alta e constantemente
relatada. Karagenc et al. (2005) visualizaram filmes sanguineos com gametocitos
e morulas de Ehrlichia canis e Anaplasma phagocytophilia no mesmo individuo.
Corroborando com tais achados, O'Dwyer et al. (2000) observaram em seus
estudos a co-infec¢cdo de Hepatozoon canis com Babesia canis ou com Ehrlichia
canis.

Em contrapartida, Baneth et al. (1998) e Gonem et al. (2004) nao
observaram co-infeccdo pela sorologia entre Hepatozoon canis, Ehrlichia canis,

Babesia canis, Babesia gibsoni, Leishmania infantum e Toxoplasma gondii.



23

O’Dwyer e Massard (2002) relataram a ineficiéncia de antibiéticos como a
oxitetraciclina® e cloranfenicol® no tratamento da hepatozoonose. O uso de
antiprotozoarios, como o dipropionato de imidocarb e a doxiciclina, € o mais
adequado na eliminacédo dos sinais clinicos e reducao da parasitemia, devendo
ser tratados por um periodo de oito semanas (O'DWYER e MASSARD, 2002;
BANETH et al., 2002; ETTINGER e FELDMAN, 2004).

Baneth et al. (1995) realizaram o tratamento com diproprionato de
imidocarb® associado a doxiciclina® e prednisolona®, além de suplementacéo com
ferro e vitamina B12, ndo encontrando resultados significativos.

A administragdo de antiinflamatorios ndo esteréides pode levar a
resultados muito satisfatérios na terapia da maioria dos casos (ETTINGER e
FELDMAN, 2004).

3.2. Erliguiose monocitica canina

A erliquiose é uma doenca infecciosa causada por uma bactéria gram-
negativa e intracelular obrigatéria, que acomete varios mamiferos incluindo
canideos, equinos, ruminantes, humanos e, raramente, felinos. Existem quatro
agentes causadores da doenca de importancia médica e veterinaria, Ehrlichia
canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii e Ehrlichia ruminantium (ROSEZ et
al., 2001; DAGNONE et al., 2003; CASTRO et al., 2004; ETTINGER e FELDMAN,
2004; NDIP et al., 2005; DOYLE et al., 2005; RODRIGUES-VIVAZ et al., 2005;
MARSILIO et al., 2006).

Os organismos pertencem ao género Ehrlichia e Anaplasma (DAGNONE et
al., 2003; SKOTARCZAK, 2003) e a familia das Rickettisiaceae (ROSEZ et al.,
2001) e Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001; MARSILIO et al., 2006).

Ettinger e Feldman (2004) distribuem ainda o género Ehrlichia em trés
genogrupos: E. canis, E. phagocytophila e E. sennetsu, evidenciando a habilidade

gue o parasita tem de infectar multiplas espécies de hospedeiros, corroborando
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com as citacdbes de Waner et al. (2001), de Almosny e Massard (2002) e
Skotarczak (2003).

Atualmente Dumler e colaboradores propuseram uma reorganizacdo na
classificacdo do género com base em andlises de DNA dos parasitos, modificando
E. phagocytophila, E. platys e E. bovis em organismos pertencentes ao género
Anaplasma, enquanto E. risticci e E. sennetsu, ao Neorickettsia (O'DWYER e
MASSARD, 2002; SKOTARCZAK, 2003).

A separacdo entre as espécies foi baseada no tipo de célula parasitada,
distribuicdo geografica e severidade da doenca (ALMOSNY e MASSARD, 2002).

Ettinger e Feldman (2004) e Castro et al. (2004) discorrem que a Ehrlichia
canis foi primeiramente diagnosticada na Argélia em 1935 por Donatien e
Lestoquard e relatada em 1963 nos Estados Unidos. Desde entdo, foi
disseminada por todas as regides tropicais e subtropicais do mundo.

O primeiro caso de infecgdo canina por Ehrlichia chaffeensis foi relatado
por Dawson et al. (1996), posteriormente a descricdo do agente como causador
da doenca humana (Estados Unidos, 1987) (ETTINGER E FELDMAN, 2004;
DOYLE et al., 2005).

No Brasil, a erliquiose canina foi diagnosticada pela primeira vez por Costa
et al. em 1973, na cidade de Belo Horizonte, MG, e relatada posteriormente no
Rio de Janeiro (RJ), Santa Maria (RS) e Curitiba (PR) (ALMOSNY e MASSARD,
2002; CASTRO et al., 2004).

Erliquiose monocitica é causada pela Ehrlichia canis e Ebhrlichia
chaffeensis, acometendo, de forma severa e algumas vezes fatal, caninos e
humanos respectivamente (SKOTARCZAK, 2003; ETTINGER e FELDMAN, 2004;
DOYLE et al., 2005; MARSILIO et al., 2006).

O principal vetor transmissor da Ehrlichia canis é o carrapato marrom do
cdo, Rhipicephalus sanguineus, o qual é de grande importancia pela sua
distribuicdo cosmopolita e pelo fato da sua presenca ter relacdo direta com a
incidéncia da doenga (ROZES et al., 2001, ALMOSNY e MASSARD, 2002,
ETTINGER e FELDMAN, 2004, RODRIGUEZ-VIVAZ et al., 2005, MARSILIO et
al., 2006).

Rosez et al. (2001) distribuiram o ciclo da erliquiose em trés fases.

Primeiramente, ocorre a penetracdo de corpos elementares nos mondcitos por
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fagocitose, onde se desenvolvem por dois dias até comecarem a multiplicacao.
Essa etapa tem duracgdo de trés a cinco dias e culmina com a formagéo do corpo
inicial, o qual pode ser visualizado como inclusées pleomorficas (1,0 a 2,5Mm).
Por fim, as morulas se completam ao longo de 7 a 12 dias, sendo constituidas de
corpos elementares envoltos por uma membrana e permanecendo nas células
hospedeiras por até quatro dias, quando ocorre a liberacdo das mérulas através
da lise celular ou por exocitose. A partir dai, tornam-se livres na circulacao
passando a infectar novas células do hospedeiro acometido (DAVOUST, 1993;
COUTO, 1998; ROSEZ, et al., 2001; ALMOSNY e MASSARD, 2002).

Em contrapartida, Mylonasis et al. (2003) obtiveram em seus estudos um
periodo de incubacado de 12 a 17 dias para o inicio da lise celular e consequente
liberacdo da moérula.

A infeccdo do cdo sadio se da apés o repasto do carrapato contendo E.
canis nos hemacitos e na glandula salivar, o qual inocula o agente no hospedeiro
através da picada durante a alimentacdo. A partir dai, 0 organismo permanece
em um periodo de incubacdo de oito a vinte dias (DAVOUST, 1993, COUTO,
1998, ROSEZ, et al., 2001, ETTINGER e FELDMAN, 2004, RODRIGUEZ-VIVAS
et al., 2005).

Completado esse periodo, ocorre a multiplicacdo nos tecidos fagocitarios
mononucleados do figado, baco e linfonodos do animal infectado desencadeando
uma série de sinais clinicos, iniciada pela hiperplasia linforeticular do figado e
baco, além de linfadenomegalia. As células infectadas migram via corrente
sanguinea para os demais 6rgaos, como pulmdes, rins e meninges, e se aderem
ao endotélio vascular promovendo uma vasculite e infeccdo do tecido
subendotelial (DAVOUST, 1993, COUTO, 1998, ROSEZ, et al., 2001, ETTINGER
e FELDMAN, 2004).

Por outro lado, Castro et al. (2004) demonstraram que 0s primeiros sinais
clinicos surgiram apds um periodo de incubacédo de 10 a 14 dias e a visualizacao
das moérulas se deu no décimo segundo dia.

De acordo com Ettinger e Feldman (2004), a infec¢do pode se dar também
através da transfusdo sanguinea a partir de cées cronicamente infectados, o que

ocorre especialmente em regiées endémicas.
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Os animais infectados apresentam sinais clinicos variaveis, que se
manifestam de acordo com a fase em que se encontram (CASTRO et al., 2004). A
fase aguda € caracterizada por hipertermia, anorexia, perda de peso, dispnéia,
depresséao e astenia, além de sinais menos especificos como corrimento ocular e
nasal, dispnéia, petéquias hemorragicas, epistaxis, hematuria, linfadenopatia e
edema dos membros ou escroto (COLES, 1980; ROSEZ et al., 2001,
SKOTARCZAK, 2003; ETTINGER e FELDMAN, 2004). Coles (1980) descreve
ainda a ocorréncia de dermatite pustular na regido abdominal de alguns animais
hipertérmicos.

Segundo Ettinger e Feldman (2004) essa sintomatologia se resolve
naturalmente, ou seja, sem tratamento, em até duas semanas apoés a infeccao.
Em contrapartida, Rosez et al. (2001) relatam a possibilidade dos sinais agudos
perdurarem até quatro semanas pos-infecgao.

ApOs essa fase, o sistema imune pode ndo ser eficiente e o animal, se ndo
tratado, vir a 6bito pelo agravamento do seu quadro clinico. Caso contrario
desenvolve-se a forma assintomatica que caracteriza uma fase crénica da
doenca. Tal fase é demonstrada pela atenuagdo dos sinais agudos ou até mesmo
auséncia destes (COUTO, 1998, ROSEZ et al., 2001, ETTINGER e FELDMAN,
2004).

Ja durante a fase subclinica, que se manifesta apds seis a hove semanas
da infeccdo, ndo séo observados sinais clinicos, mas pode ser evidenciada a
presenca de trombocitopenia, leucopenia e anemia em hemograma de rotina
(SKOTARCZAK, 2003; ETTINGER e FELDMAN, 2004). Por outro lado, Rosez et
al. (2001) relatam a persisténcia de depressao, hemorragias, edema de membros,
perda de apetite e palidez de mucosas mesmo durante esse periodo.

Na fase crbnica, os animais apresentam caracteristicas de doenca auto
imune, caracterizada pela atenuacdo dos sinais agudos e uma maior
susceptibilidade as infec¢cbes secundarias como a poliartrite, a qual tem sido
descrita como um possivel sinal da erliquiose (COUTO, 1998; ROSEZ et al.,
2001; ALMOSNY e MASSARD, 2002). Sendo assim, os cédes podem ter sinais
discretos a ausentes ou graves, 0S quais se caracterizam por epistaxe, edema,

palidez de mucosas, emagrecimento acentuado, sensibilidade abdominal, uveite,
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hemorragias retinais e tendéncias a sangramento, além de sinais neuroldgicos
(SKOTARCZAK, 2003; ETTINGER E FELDMAN, 2004).

As alteracdes laboratoriais também podem contribuir para a suspeita
diagnéstica da doenca. O perfil hematolégico mais comumente encontrado é
anemia normocitica normocrémica, neutropenia e trombocitopenia, podendo
haver macroplaquetas. Animais com quadros cronicos apresentam anemia grave,
leucopenia e trombocitopenia severas, embora 0 Unico achado nesses casos
possa ser linfocitose (COLES, 1980; SKOTARCZAK, 2003; HENDRIX, 2006;
THRALL, 2007).

Pode-se encontrar anemia regenerativa em cées na fase aguda
apresentando hemdlise ou hemorragia, ao passo que 0s casos de arregenerativa
se enquadram em uma situacdo de cronicidade da doenca, sendo mais
amplamente encontrada (ALMOSNY e MASSARD, 2002; ETTINGER E
FELDMAN, 2004).

Corroborando com citacdes de Almosny e Massard (2002), Castro et al.
(2004) levantaram em seu estudo a ocorréncia de anemia moderada desde a fase
aguda da doenca até o final da avaliacdo dos animais estudados, quando foi
possivel observar niveis hematolégicos normais. Relatam ainda leucopenia ao
longo de trés semanas pos-infeccao.

Ettinger e Feldman (2004) relataram a possibilidade de alguns animais com
erliquiose canina apresentarem pancitopenia (25 %). Thrall (2007) atribuiu dois
mecanismos a essa condicdo hematolégica dos pacientes acometidos por
Ehrlichia canis: destruicdo imunomediada de células circulantes ou anemia
aplasica.

Macieira et al. (2005) analisaram o perfil hematolégico dos animais
soropositivos para erliquiose, obtendo uma média de 60 % de cdes anémicos e
33.3% com leucopenia, sendo que 50 % apresentaram contagem de células
brancas normais e 16.7% leucocitose.

Tém sido feitos varios estudos comprovando a prevaléncia de
trombocitopenia em pacientes acometidos por E.canis. Macieira et al. (2005)
analisaram os valores plaquetarios de animais positivos para hemoparasitoses
através do teste de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e obtiveram

resultados de que 32.1% dos animais acometidos com rickettsias apresentavam
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também trombocitopenia, sendo que 26.8 % destes eram acometidos pela
erliquiose. Acredita-se que ocorra inicialmente uma plaquetopenia por
mecanismos imunomediados e, em casos cronicos, a doenca leve a aplasia
medular resultando na reducéo da producao de plaguetas (THRALL, 2007).

Corroborando com esses achados Rodriguez-Vivas et al. (2005)
demonstraram que a incidéncia de 53 (44.1%) animais positivos pelo teste de
ELISA, dentro de uma populacdo de 120 animais e a visualizagcdo do organismo
se deu em apenas 5.0% destes. Porém, todos os individuos apresentaram uma
reducdo no numero de plaguetas, o que mostra a necessidade de incluir a
erliquiose como principal suspeita de trombocitopenia, especialmente em regites
endémicas (DAVOUST, 1993; ROSEZ et al., 2001).

Entretanto, Dagnone et al. (2003) concluiram que apesar de 20% dos
casos analisados apresentarem trombocitopenia, a doenga nao era sua principal
causa.

O animal pode apresentar ainda um aumento dos niveis séricos de
proteinas globulinas e reducdo de albumina no soro. Isso ocorre em quadros
cronicos associados a glomerulonefrite por deposi¢cdo de imunocomplexos, que
levam a perda de albumina juntamente com hiperglobulinemia (DAVOUST, 1993;
ROSEZ et al.,, 2001; ALMOSNY e MASSARD, 2002; SKOTARCZAK, 2003;
ETTINGER E FELDMAN, 2004; HENDRIX, 2006).

Outros aspectos bioquimicos incluem aumento de uréia e creatinina,
caracterizando uma azotemia, elevacdo de alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina e bilirrubina total no soro (ETTINGER E FELDMAN, 2004).

O diagnéstico laboratorial consiste na visualiza¢cdo da mérula (3 a 6 um) no
interior de neutrofilos, linfocitos e mondcitos, a partir de esfregagos sanguineos
corados com Giemsa (CASTRO et al., 2004; HENDRIX, 2006). Mylonakis et al.
(2003) observaram uma maior frequéncia em linfécitos, ao passo que Castro et al.

(2004) visualizaram morulas apenas em mondcitos.
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Fonte: arquivo pessoal, 2007

Figura 2 - A seta aponta morula de Ehrlichia sp.
encontrada em linfécito, na visualizagdo do
esfregaco sanguineo de céo, ao aumento de 100 X.

Os organismos basofilicos sao mais facilmente encontrados na fase aguda
e em pequena quantidade, o que pode ser minimizado pela confecgéo de filmes
leucocitarios devido a maior concentragdo de mondcitos nesses esfregagos
(CASTRO et al.,, 2004; RODRIGUEZ-VIVAS et al.,, 2005; HENDRIX, 2006).
Almosny e Massard (2002) relatam ainda, que o esfregaco de extremidades,
como ponta de orelhas, ajuda na identificacdo da mérula intracitoplasmatica.

As inclusdes podem assumir diversas formas de acordo com a fase em
gue se encontram. A forma mais observada € a dos corpusculos iniciais, as quais
sdo representadas por elementos basofilicos em células mononucleadas,
arredondados e pequenos, se diferenciando das granulagbes celulares por
possuir uma coloracdo mais azulada (ALMOSNY e MASSARD, 2002,
MYLONAKIS et al., 2003).
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Fonte: arquivo pessoal, 2007

Figura 3 - A seta aponta morula de Ehrlichia sp.
encontrada em mondcito, na visualizacdo do
esfregaco sangliineo de cdo, ao aumento de 100 X.

O diagnéstico através do esfregaco se torna dificil devido a natureza ciclica
do parasita (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005). Sendo assim, Mylonakis et al.
(2003) analisaram a presenca do organismo pela citologia de tecido cuténeo,
medula 0ssea, linfonodos e sangue periférico. O aspirado de linfonodos resultou
em maior deteccdo da moérula (intracelular e extracelular) em comparacdo ao
sangue periférico, o qual apresentou a menor titulacéo para erliquiose. Concluiu-
se entdo, que os resultados mais fidedignos foram os da bidpsia de tecido
cutaneo e linfonodos, especialmente em animais com linfadenopatia, os quais
obtiveram titulacdes altas para Ehrlichia sp e visualizacdo do organismo em
linfocitos.

Em estudos posteriores Mylonakis et al. (2004) comprovaram que a
citologia da medula 0ssea, tecido cutaneo e linfonodos demonstraram uma alta
sensibilidade em casos agudos da doenca, 0 que nao ocorre em situacoes
cronicas. Além disso, foram identificadas morulas em neutréfilos, linfocitos e
mondacitos.

Outro meio diagndstico € a cultura e isolamento da célula, o qual demanda

7z

muito tempo e altos custos para ser concluido, porém € mais sensivel que a
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observacéo direta. Apesar desses inconvenientes, deve ser tido como um método
de eleicdo em casos extremamente graves ou como avaliacdo das drogas
utilizadas no tratamento (IQBAL et al., 1994).

Atualmente o método mais sensivel e especifico para diagnosticar a
doenca € a imunofluorescéncia indireta (IFl) (DAVOUST, 1993; ROSEZ et al.,
2001; ALMOSNY e MASSARD, 2002), confrontando com achados de Igbal et al.
(1994), que apontaram o PCR como melhor método diagndstico para erliquiose
canina.

Os testes de ELISA s&o mais utilizados em casos subclinicos ou crénicos,
devido a baixa freqiéncia de morulas intracitoplasméticas nessas fases. Porém,
podem ocorrer falso-negativos em fase aguda (ALMOSNY e MASSARD, 2002). O
mais comumente utilizado, simples e disponivel na rotina € o Immunocomb, o qual
se baseia na deteccdo sérica de IgG contra E. canis. Além disso, € muito Gtil no
monitoramento do paciente apoés o tratamento (ROSEZ, et al., 2001).

Warner et al. (2001) compararam a eficiéncia entre métodos diagndsticos e
concluiram que apesar da IFlI ser um método mais sofisticado que ELISA, ambos
apresentam boa especificidade. Entretanto, todas as reacbes cruzadas
detectadas pela IFl ainda sdo empecilhos para o diagndstico final.

Ndip et al. (2005) observaram co-infeccédo entre E.canis e E. chaffeensis
pelo método de IFI, apesar de 88% serem positivos apenas para E. canis pelo
PCR. Além disso, 20 caes que apresentaram PCR-positivo para erliquia foram
negativos na IFl e a maioria dos animais que haviam demonstrado titulagéo baixa
na IFI foram detectados pelo PCR.

Sendo assim, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é um teste rapido
e tdo sensivel quanto os demais. Macieira et al. (2005) realizaram PCR em céaes
com trombocitopenia e obtiveram um percentual de 88.24% positivos para E.
canis, comprovando sua sensibilidade diagnostica, corroborando com Igbal et al.
(1994).

Doyle et al. (2005) ressaltam ainda a importancia do PCR em estudos
epidemiolégicos, além da identificacdo especifica e rapida dos organismos
infecciosos tanto para humanos quanto em reservatorios mamiferos. Marsilio et
al. (2006) discorrem que o PCR representa um método altamente especifico e

sensivel para diagndstico e estudos sobre a patogenia da erliquiose canina.
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O diagnéstico da EMC é dificultado devido as multiplas manifestactes
clinicas e reacdes cruzadas entre as diferentes espécies de erliquioses,
especialmente entre E. canis e E. chaffeensis, além das demais hemoparasitoses
(MARSILIO et al., 2006).

Mylonakis et al. (2004) relataram o primeiro caso de infecgdo mista em um
cao com Ehrlichia canis e Hepatozoon canis. J& Warner et al. (2001) descreveram
a ocorréncia de infeccao cruzada entre espécies de erliquiose com destaque para
E. canis e E. ewingii de acordo com o método de Western blotting.

Estudos feitos por Macieira et al. (2005) mostraram co-infecgbes entre
E.canis e Babesia spp. Ndip et al. (2005) identificaram reag¢do cruzada entre E.
canis e E. chaffeensis através do teste de imunofluorescéncia indireta (IFI).

O tratamento de eleicdo para a erliquiose monocitica é a doxiciclina®, pois
€ a Unica capaz de agir em todas as fases da infeccdo (ROSEZ et al., 2001;
ETTINGER e FELDMAN, 2004).

Entretanto, Igbal e Rikihisa (1994) estudaram a eficiéncia do medicamento
e comprovaram sua ineficacia em trés dos cinco caes avaliados, propondo um
aumento na dosagem e reavaliacdo pelo IFI apds dois meses de tratamento.

Outras drogas podem ser utilizadas, como a oxitetraciclina, o cloranfeinicol,
o diproprionato de imidocarb e a tetraciclina (ROSEZ et al., 2001; ETTINGER e
FELDMAN, 2004).

O uso de diproprionato de imidocarb vem sendo extinto devido a nao
resolucdo da doenca em todos os animais acometidos, além de ser mais efetivo
nos casos graves, cronicos ou refratarios (ETTINGER e FELDMAN, 2004).

3.3. Babesiose canina

Babesiose canina é a principal causa de anemia hemolitica em cées e
pode resultar em hemoglobindria, além de ser fatal, especialmente em filhotes
(JAIN, 1993; KJEMTRUP et al., 2000; ETTINGER E FELDMAN, 2004; SA et al.,
2006; THRALL, 2007).

O primeiro relato de Babesia canis foi feito por Piana e Galli-Valerio na

Itlia (1895), sendo observada posteriormente na Europa, Africa, Asia, india,

® 5mg/kg duas vezes ao dia durante 21 dias
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América do Norte e América do Sul, incluindo o Brasil (O'DWYER e MASSARD,
2002; SA et al., 2006).

No Brasil, a Babesia canis vogeli foi primeiramente detectada nos estados
de Minas Gerais e S&do Paulo. Mesmo assim, pouco se sabe sobre a babesiose
como fator de risco no pais (PASSOS et al., 2005; SA et al., 2006; DANTAS-
TORRES et al., 2006).

O protozoario pertence ao género Babesia e ordem Piroplasmorida. A
doenca é causada por duas espécies distintas: B. canis (piroplasma grande) e B.
gibsoni (piroplasma pequeno), sendo diferenciadas pela especificidade e
patogenia (ZAHLER et al., 1998; KJEMTRUP et al., 2000; BRANDAO et al., 2003;
ETTINGER E FELDMAN, 2004; SA et al., 2006; THRALL, 2007).

Uma babesia pequena, que se acreditava ser a B. gibsoni, foi descrita em
cées da Califérnia (1991) e posteriormente encontrada nos Estados Unidos (1999)
com maior incidéncia em cées das racas American Pit Bull terrier e Stafford-shire
terrier. O microorganismo causa anemia hemolitica, ictericia, vasculite,
trombocitopenia, hepatite, glomerulonefrite e linfadenopatia reativa (ZAHLER et
al., 2000; THRALL, 2007).

Atualmente classifica-se 0 género em trés espécies: Babesia canis canis,
transmitida pelo Dermacentor reticulatus; Babesia canis vogeli, causada pelo
Rhipicephalus sanguineus; e Babesia canis rossi, quando transmitida pelo
Haemphysalis leachi, o qual ocorre no Sul da Africa e é a cepa mais patogénica.
Tal divisdo taxondmica foi desenvolvida de acordo com a variacdo dos vetores,
patogenicidade e localizacdo geografica (UILEMBERG et al., 1989; ZAHLER et
al., 1998; KJEMTRUP et al., 2000; BICALHO et al., 2002; O'DWYER e
MASSARD, 2002; PASSOS et al., 2005; SA et al., 2006).

Thrall (2007) relata que a B. canis vogeli € mais comum no sudeste dos
Estados Unidos e possui baixa patogenicidade, ao passo que a B. canis canis é
encontrada na Europa e em paises da Asia e a B. canis rossi ocorre na Africa,
sendo a mais patogénica.

Sa et al. (2006) realizaram estudos no Rio de Janeiro com 45 cées
infectados pelo protozoario e obtiveram a confirmacdo de que 100% dos
individuos foram acometidos pela B. canis vogeli, corroborando com os resultados

de Passos et al. (2005). Sendo assim, tal subespécie é predominante em regifes
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tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil (UILEMBERG et al., 1989; SA et al.,
2006).

A transmissédo € feita pela picada de carrapatos ixodideos, inoculando o
organismo através da saliva, durante a alimentacdo. O R. sanguineus foi descrito
como principal vetor da B. gibsoni no Brasil, bem como da B. canis (JAIN, 1993;
DANTAS-TORRES et al.,2005; BICALHO et al., 2002).

Inokuma et al. (2004) descrevem a prevaléncia tanto do R. sanguineus
quanto do Haemaphysalis longicornis como ixodideos transmissores da B.
gibsoni. A infestacdo concomitante de R. sanguineus e Amblyomma aureolatum
também foi relatada, sendo o primeiro encontrado nos subulrbios e o outro em
areas rurais (LORETTI et al., 2005).

Outra forma de transmissao inclui a via transplacentaria e através de
transfusdo sanglinea, apesar da principal forma ser ainda a inoculagéo direta do
organismo pela picada do carrapato contaminado (ETTINGER e FELDMAN,
2004).

O ciclo biolégico da babesiose pode ser dividido em trés etapas:
gamogonia, esporogonia e merogonia. A primeira etapa compreende a fusao de
gametas nas células intestinais do carrapato com consequente formac¢do de um
zigoto. Tal estrutura é movel e alongada, o que o permite invadir a hemolinfa do
artropode, se disseminar por todos os 6rgaos para ocorrer a multiplicacdo no
interior deles. A partir da sua primeira alimentagéo, ocorre migragao dos parasitas
para as glandulas salivares, onde se reproduzem assexuadamente, originando 0s
esporozoitos infectantes (esporogonia) (O'DWYER et al.,, 1997; HOMER et al.,
2000; O'DWYER e MASSARD et al., 2002).

O processo de merogonia ocorre no hospedeiro vertebrado, apos a
transmissao de esporozoitos infectados durante o repasto sanguineo. Uma vez
atingida a circulacdo sanguinea do hospedeiro, o organismo sera englobado por
eritrocitos, onde se multiplicam para formar os merozoitos, os quais vao infectar
novos eritrocitos (HOMER et al., 2000; ETTINGER e FELDMAN, 2004).

Como sinais mais freqlentes da doenca podem-se incluir hemdlise
extravascular, apesar de existirem sinais da forma intravascular (CID); febre,
anorexia, desidratacdo, vomito, ictericia, vasculite, hepatite, glomerulonefrite,
linfadenopatia reativa e esplenomegalia (JAIN, 1993; BRANDAO et al., 2003;
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ETTINGER e FELDMAN, 2004; LORETTI et al., 2005; THRALL, 2007). Loretti et
al. (2005) relatam ainda a ocorréncia de desidratacdo, depressado, fraqueza,
petéquias na cavidade oral e mucosa vaginal, epistaxis, hematoemese, diarréia
sanguinolenta, sangramento persistente no dorso e extremidades apos queda do
carrapato.

De acordo com Bicalho et al. (2002) a parasitemia é elevada apenas até o
quarto dia pos-infeccdo e comeca a decrescer até atingir niveis reduzidos, que
tornam a visualizacdo dos merozoitos inconstante a inexistente (17 dia poés-
inoculacdo). Além disso, concluiram que a parasitemia é maior em sangue capilar
que venoso. Entretanto, Kagiwara e Holzchuh (1987) relataram uma parasitemia
intensamente variavel a partir do segundo ou quarto dia pés-inoculagao.

Os achados laboratoriais cursam com anemia hemolitica regenerativa com
decréscimo severo do volume globular, esferocitose, plasma ictérico,
trombocitopenia, leucocitose e bilirrubindria (ETTINGER e FELDMAN, 2004;
LORETTI et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2006). Jain (1993) descreve a
anemia como sendo macrocitica hipocrdmica e, normalmente, regenerativa.

Porém, o leucograma pode ser muito variavel, se apresentando como
leucopenia por neutropenia e linfopenia, como resposta inicial & infeccdo, ou
leucitose por neutrofilia e linfocitose. Além disso, os valores de eosinodfilos e
monaocitos podem se apresentar de forma bastante varidvel. Sendo assim, a
variacdo estd relacionada ao periodo de infeccdo que o animal se apresenta
(KAGIWARA e HOLZCHUH, 1987).

Thrall (2007) ressalta ainda a necessidade de um diagnéstico diferencial da
erliquiose canina, devido a semelhanca entre os achados laboratoriais, 0os quais
se apresentam com trombocitopenia, neutropenia e hiperglobulinemia para ambas
as doencas.

Ja Brandao et al. (2003) ndo observaram em seus estudos a prevaléncia
de anemia ou de qualquer reducdo nos parametros hematolégicos. Porém, foi
identificada a redugé@o de reticulécitos e trombocitopenia em todos os animais
acometidos.

O diagnostico consiste na visualizacdo de merozoitos no interior das
hemacias em filme sanguineo corado com Giemsa, o que é mais facilmente

observado em casos agudos, quando a parasitemia se manifesta de forma
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elevada. A probabilidade de encontrar o parasita aumenta quando é feita a coleta
de sangue das extremidades, como pontas das orelhas (COLES, 1980; ODWYER
e MASSARD, 2002; ETTINGER e FELDMAN, 2004; HENDRIX, 2006; THRALL,
2007).

Outra forma de melhorar a visualizacdo do parasita em microscopia optica
€ submeter o sangue total a centrifugacdo para confeccdo de laminas da regido
abaixo do botéo leucocitario (ETTINGER e FELDMAN, 2004; THRALL, 2007).

A Babesia canis € um microorganismo grande, piriforme, basofilico e se
apresenta de forma Unica ou aos pares no interior das hemacias. Ja a Babesia
bigemina séo piroplasmas pequenos e singulares, sendo mais pleomorficos que o
piroplasma grande. Estes organismos podem se unir pela sua extremidade
através de uma estrutura filamentosa e se arranjar formando uma angulagéo
caracteristica das espécies de babesioses (JAIN, 1993; KJEMTRUP et al., 2000;
ETTINGER e FELDMAN, 2004; HENDRIX, 2006; SA et al., 2006).

Coles (1980) relata ainda que na babesiose canina pode-se encontrar até
16 merozoitos em uma mesma célula, medindo entre 6.0 e 7.0 um cada parasita.
Entretanto, S& et al. (2006) evidenciaram um tamanho de 3.0 a 5.0 um para a
grande e 1.5 a 2.5 um no caso da pequena, corroborando com o relato de
Uilemberg et al. (1989).
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Fonte: arquivo pessoal, 2007

Figura 4 — No centro da imagem pode-se observar
dois merozoitos de Babesia sp. encontrado em
eritrécitos, na visualizagdo do esfregaco
sanguineo de céo, ao aumento de 100 X.

Zahler et al. (2000) descreveram um novo microorganismo pequeno em
caes, B. microti, que esta mais relacionado as Theilerias que as Babesias. Sendo
assim, a visualizagdo de um piroplasma pequeno ndo pode comprovar uma
infeccdo por B. gibsoni, pois varios outros parasitas podem ter morfologia
semelhante.

O diagnostico parasitolégico também pode ser feito durante a necropsia,
pelo método de histopatologia das células endoteliais dos capilares de diversos
orgaos, sendo mais evidentes em linfonodos, medula 6ssea, rins e plexo cordide.
O processo é feito a partir da confeccdo de imprints, fixados em metanol e
corados por Giemsa, podendo ser observados parasitos com citoplasma palido e
nacleo proeminente, basofilico e ndo centralizado. Outros achados constantes
sdo congestdes em diversos 6rgaos e presenca de pigmentos biliares no figado
(O'DWYER e MASSARD, 2002; LORETTI et al., 2005).

Em geral, deve-se considerar o historico do paciente, apresentacao clinica
e analises morfolégicas para se obter um diagnéstico definitivo. Por outro lado em
casos cronicos, quando a parasitemia € baixa, o diagndstico molecular se faz
necessario (HOMER et al., 2000).

O PCR é um teste genético que identifica o DNA do parasita, 0 que vem
sendo cada vez mais utilizado devido a sua maior sensibilidade e especificidade
gue os demais (O'DWYER e MASSARD, 2002; THRALL, 2007).

Em estudos realizados por Inokuma et al. (2004) os cées infectados por
babesiose se demonstraram positivos quando submetidos ao PCR, ao passo que
na andlise do esfregaco corado com Giemsa obteve-se um numero reduzido de
identificagdo do organismo intraeritrocitario. Os resultados mostraram que os caes
com anemia e trombocitopenia foram positivos para babesiose quando analisados
em PCR, mas nem todos puderam ser identificados em filmes sanguineos.

Os testes por imunofluorescéncia indireta (IFl) e analise imunoabsorvente

ligada & enzima (ELISA) sdo mais sensiveis que a visualizagdo do parasita em
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esfregacos sanguineos. Entretanto, os animais em fase inicial da doenca e até
mesmo alguns em fase mais avancada podem se apresentar como falsos
negativos (ETTINGER e FELDMAN, 2004).

Ettinger e Feldman (2004) ressaltam ainda que esses testes imunologicos
apresentam grande quantidade de reacdes cruzadas. No caso da babesiose a
reatividade cruzada mais comum é entre B. canis e B.gibsoni, sendo que a ultima
ainda pode apresentar reacdes falsas positivas para Toxoplasma e Neospora.

O tratamento consiste no uso de diproprionato de imidocarb (Imizol, IM) e
também pode ser usado o aceturato de diminazina (BRANDAO et al., 2003;
LORETTI et al., 2005; THRALL, 2007). Loretti et al. (2005) ressaltam ainda o uso
da doxiciclina associada a terapia com glicocorticoides, pois ndo obtiveram
sucesso com o uso exclusivo de doxiciclina.

De acordo com Brandéao et al. (2003) a dose utilizada do diproprionato de
imidocarb é de 7.0 mg/Kg, confrontando com Thrall (2007) que indica o uso de
6.6mg/Kg, sendo que a segunda dose é dada duas semanas depois da primeira
aplicacao.

Brandao et al. (2003) testaram a eficiéncia do diproprionato de imidocarb
em céaes, separando-os em dois grupos, um que recebeu o tratamento e outro que
nao recebeu. Ambos apresentaram uma reducao nos titulos de anticorpos, porém
0 grupo tratado permaneceu em niveis mais baixos que os nao tratados, 0os quais
se mantiveram no limite superior. Seis meses depois 0s animais foram
submetidos a uma nova infeccdo com homologos da B. canis, demonstrando que
a resposta imunologica se manteve dessa forma.

Também é indicado o uso de prednisona em doses imunossupressoras por
duas a trés semanas para controle hemolitico imunomediado (ETTINGER e
FELDMAN, 2004).

Pode ser feita transfusdo sanguinea em casos graves de hematocrito muito
reduzido e sinais clinicos como taquicardia, taquipnéia, pulso fraco, fraqueza e
colapso. Os doadores devem ser previamente avaliados quanto a infeccao por
babesiose (ETTINGER e FELDMAN, 2004; DANTAS-TORRES et al., 2006).
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, foram encontrados 22 animais (4.8%) acometidos por
hemoparasitoses dentro de um total de 523 avaliacbes hematolégicas na
Universidade Federal do Goias (UFG), como demonstrado na Tabela 8. Essa
quantidade infima se deve ao fato de que o método empregado foi a visualizagcdo
dos hemoparasitas em esfregacos sanguineos corados com panoptico rapido,
confrontando com a literatura que utiliza o Giemsa como corante de eleicdo para
constatacdo dos hemoprotozoéarios (O'DYWER e MASSARD, 2002; ETTINGER e
FELDMAN, 2004; CASTRO et al., 2004; HENDRIX, 2006; THRALL, 2007).

Ettinger e Feldman (2004) descrevem ainda o uso de Leishman como
corante para pesquisa dos gametécitos do Hepatozoon canis, mas nao relata seu
uso nos casos de erliquioses e babesioses.

Conforme demonstrado na Tabela 8, o menor percentual de visualizagao
em filmes sanguineos foi do Hepatozoon canis (0.19%), o que pode ser atribuido
a baixa parasitemia (0.5%) que o0 organismo apresenta ou a baixa quantidade de
células circulantes no momento da coleta, ou ainda a perda de gametdcitos
durante o processamento do sangue total (VICENT-JOHNSON et al.,, 1997,
KARAGENC et al., 2005). Paludo et al. (2003) relatam ainda a possibilidade dos

gametqcitos se encontrarem dentro de cistos no momento da coleta do sangue.



40

A maior incidéncia constatada foi de babesiose (1.91%), a qual ainda se
apresenta baixa quando comparada com a quantidade total de hemogramas
realizados. Esse fato pode ser esclarecido pelo fato da parasitemia se manifestar
elevada apenas até o quarto dia pos-infeccao dificultando assim a observacéo dos
merozoitos apos esse periodo (BICALHO et al., 2002). Kagivara e Holzchuh
(1987) citam ainda a ocorréncia de parasitemia ciclica, o que dificulta ndo s6 a
visualizagdo como também a constatacdo do periodo da infeccdo em que o
individuo se encontra.

A visualizagdo das morulas de Ehrlichia sp se deu apenas em nove cées
(1.71%), o que pode ser explicado pela natureza altamente ciclica do organismo,
dificultando sua identificacdo nos métodos de rotina laboratorial (RODRIGUEZ-
VIVAS et al., 2005).

Além disso, pbdde-se observar uma infeccdo mista de erliquiose e
babesiose durante a avaliacdo de uma Unica lamina do individuo. A co-infeccao
entre esses dois organismos ja foi demonstrada por Macieira et al. (2005), mas
ndo uma confirmacao de infeccdo mista. Porém, Milonakis et al. (2004) relatou
uma infecgdo mista entre E. canis e Hepatozoon canis em um cdo, mas nao
houve observacédo de Babesia sp. e Ehrlichia sp.

Durante o periodo de estagio foram diagnosticados ainda dois casos
(0.38%) de Micoplasma haemofellis, que sdo microorganismos intraeritrocitarios
dispostos como cocos basofilicos em forma de cordfes ao longo da célula. Essa
bactéria acomete felinos em especial e ndo sera discutida nesse trabalho.

Em dois individuos (0.38%) analisados que apresentaram sinais clinicos e
achados hematoldgicos suspeitos de erliquiose canina e cuja visualizacdo do
hemoparasita em esfregaco sanguineo se comportou de forma negativa, foram
feitos filmes da papa de leucécitos a partir da centrifugacdo de microcapilares
contendo sangue total com EDTA, os quais eram quebrados na regido do botao
leucocitario, desprezada apenas essa por¢cdo na lamina e feito o esfregaco
(CASTRO et al.,, 2004; HENDRIX, 2006). Mesmo assim, ndo foi possivel a
identificacdo das morulas nas células brancas desses individuos.

Confrontando com a literatura, o animal com diagndstico de hepatozoonose
ndo demonstrou nenhuma alteracdo no hemograma, exceto um leve desvio a

esquerda que é freqlentemente relatado acompanhado de uma leucocitose
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neutrofilica e monocitose (GONDIM et al., 1998; PALUDO et al., 2003; ETTINGER
e FELDMAN, 2004). Entretanto, O'Dywer e Massard (2002) descrevem a
auséncia de leucocitose por neutrofilia, como encontrado nesse caso.

Lopes e Cunha (2002) descrevem a presenca de parasitas como uma das
causas de neutrofilia, devido a uma reagao sistémica do organismo do hospedeiro
contra o protozoario.

De acordo com Gondim et al. (1998) e Paludo et al. (2003), os individuos
acometidos pelo Hepatozoon canis apresentam uma anemia normocitica
normocrémica regenerativa, o que nao foi observado no perfil hematolégico do
animal analisado.

Os gametocitos do Hepatozoon canis foram identificados em neutréfilos,
condizendo com Ettinger e Feldman (2004) que relatam a incidéncia em
neutrofilos e mondcitos. Além disso, apresentavam uma localizagdo mais
centralizada e formato eliptico, sendo um protozoario intracitoplasmatico com
dimensdes grandes e capazes de deslocar o ndcleo na célula parasitada
(BANETH et al., 2000; BANETH et al., 2002).

Nos casos de erliguiose 0 hemograma se demonstrou mais fidedigno a
literatura, porém com alguns aspectos variaveis entre si, conforme evidenciado
nas Tabelas 9 e 10. De nove casos demonstrados na Tabela 9, em apenas 1
(11.1%) néo foram observadas alteracfes a nivel de células vermelhas, enquanto
que 0s 8 restantes apresentaram anemia normocitica normocrémica (88.9%)
evidenciando um processo cronico, conforme indicado por Coles (1980),
Skotarczak et al. (2003), Hendrix (2006) e Thrall (2007).

Entre os individuos que apresentaram anemia, observou-se sete (77.8%)
deles com trombocitopenia e apenas um (11.1%) tinha presenca de
macroplaquetas, que séo precursoras das plaguetas, sendo maiores e mais
jovens. A reducdo do numero de plaquetas se torna muito presente nas
rickettsioses, especialmente em casos de erliquiose, 0 que pode estar relacionado
a mecanismos imunomediados e aplasia medular em situagbes de cronicidade
(SKOTARCZAK et al., 2003; HENDRIX, 2006; THRALL, 2007).

Em um (11.1%) caso foi possivel observar eritroblastos e anisocitose
moderada (11.1%), demonstrando um acometimento agudo do animal, devido a

presenca de células jovens na circulacdo; ao passo que em pacientes acometidos
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cronicamente a anemia que se manifesta € arregenerativa, nao sendo possivel
identificar hemacias jovens nos filmes sanguineos (ALMOSNY e MASSARD,
2002; ETTINGER e FELDMAN, 2004). Hendrix (2006) relata ainda que em
quadros crbnicos as alteracdes hematolégicas sdo bem acentuadas, mas pode
cursar apenas com linfocitose, o que néo foi evidenciado em nenhum dos casos
avaliados.

A classificagdo da anemia em regenerativa ou arregenerativa esta
associada a presenca de reticuldcitos no sangue, mas a contagem dessas células
jovens nao foi desenvolvida como rotina do laboratério. Porém, a simples
classificacdo da anemia pelos indices hematimétricos pode indicar quando existe
uma regeneracao pela medula, o que € demonstrado principalmente pelos casos
macrociticos hipocrémicos, devido a presenca de células maiores na circulacéo e
gue ainda ndo contém a quantidade total de hemoglobina (HENDRIX, 2006;
THRALL, 2007).

Sendo assim, apenas um animal apresentou hemograma sugestivo de
medula ativa pela presenca dos eritroblastos e anisocitose moderada, indicando a
liberacdo de células de tamanhos variados na circulagdo, o que sugere células
maiores e mais jovens circulantes. Porém, esse individuo ndo apresentou
evidéncias de regeneracao quanto a contagem e classificacdo da série vermelha.

Na avaliacdo do leucograma pode-se observar uma maior incidéncia de
leucopenia por neutropenia (77.8%), como demonstrado pela Tabela 10, o que
confirma os relatos de Skotarczak et al. (2003), Hendrix (2006) e Thrall (2007).
Além disso, foi observado eosinopenia em cinco casos (55.5%), linfopenia em trés
(33.3%) e monocitopenia (33.3%) em trés casos. Apenas um animal nao
apresentou nenhuma alteracdo no leucograma (11.1%) e outro panleucopenia
(11.1%), confrontando com Skotarczak et al. (2003) e Thrall (2007) que relatam
apenas leucopenia neutropénica. Porém, Hendrix (2006) descreve uma
leucopenia acentuada em casos de cronicidade e Ettinger e Feldman (2004)
demonstraram a panleucopenia em 25 % dos casos observados.

Lopes e Cunha (2002) discorrem que a leucopenia associada a
neutropenia ocorre por uma degeneracdo, exaustdo, destruicdo ou depressao

dessas células. Nos casos da erliquiose, pode-se definir a destruicdo de
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neutréfilos a nivel medular como principal causa da neutropenia, devido a aplasia
de medula (THRALL, 2007).

De acordo com Hendrix (2006) em casos de erliquiose canina pode-se
visualizar linfocitos atipicos, 0os quais apresentam uma coloracdo mais basofilica
no citoplasma, nucleo maior e levemente disforme, indicando uma fase crénica da
doenca. Durante as andlises laboratoriais foi possivel a associa¢cdo de dois casos
(22.2%) de linfocitos atipicos com a erliquiose.

O diagnéstico da erliquiose canina se deu pela observacdo de mérulas em
esfregacos sanguineos, no interior de linfécitos e mondcitos, que sdo mais
facilmente observados durante a fase aguda. Os organismos se demonstraram
com forma arredondada e coloragdo mais basofilica que os granulos
intracitoplasmaticos (ELIAS, 1991; ALMOSNY e MASSARD, 2002; MILONAKIS et
al., 2003; CASTRO et al., 2004; HENDRIX, 2006).

O maior percentual de visualizacdo de morulas se deu em linfécitos e em
apenas um caso observou-se 0 organismo em mondcitos, 0 que condiz com
achados de Milonakis et al. (2003) e confronta com Castro et al. (2004).

A babesiose canina geralmente cursa com anemia hemolitica regenerativa,
0 que é evidenciado pelo aumento de reticulocitos ou outras alteracdes
hematoldgicas que indiqguem regeneracdo. Como nao foi realizado o teste de
reticuldcitos, a avaliagdo da morfologia das hemacias foi o aspecto utilizado na
constatacdo de uma situacdo de regeneracdo desses animais. Sendo assim,
observou-se anisocitose leve em um (10%) caso e moderada em quatro (40%),
além da presenca de eritroblastos em um individuo (10%), evidenciando o
funcionamento da medula ao emitir células maiores e mais jovens para a
circulacdo (ETTINGER e FELDMAN, 2004; LORETTI et al.,, 2005; DANTAS-
TORRES et al., 2006; HENDRIX, 2006).

Em nove (90%) casos a anemia foi do tipo normocitica normocrémica e
somente um (10%) apresentou anemia microcitica hipocrdmica, o que pode
denotar uma perda crbnica de sangue ou deficiéncia de ferro levando a menor
quantidade de hemoglobina nas células e consequente divisdo destas
permanecendo menores na circulagdo. Um individuo (10%) com valores
hematimétrico dentro do normal apresentou hipocromia leve, o0 que pode ser

explicado ndo s6 por uma deficiéncia, mas também pela presenca de células
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jovens que ganharam a circulagcdo antes mesmo de adquirirem a quantidade ideal
de hemoglobina (HENDRIX, 2006; THRALL, 2007).

Apesar de Jain et al. (1993), Loretti et al. (2005) e Dantas-Torres (2006)
relatarem a ocorréncia de esferdcitos nos casos de babesiose, nédo foi observado
nesses casos. Esferdcitos sdo células escuras com palidez central e menor
quantidade de membrana por ter sofrido fagocitose devido a presenca de
anticorpos ou complemento em sua superficie. A pesquisa dessas formas
celulares é de extrema importancia, pois frequentemente representam anemia
hemolitica imunomediada, que é um dos achados mais caracteristicos da Babesia
sp. (HENDRIX, 2006; THRALL, 2007).

A trombocitopenia foi observada em apenas dois (20%) casos entre os dez
(100%) de babesiose canina e um individuo (10%) apresentou inclusive
macroplaquetas, conforme demonstrado na Tabela 9. A plaquetopenia foi relatada
por Jain et al. (1993), Ettinger e Feldman (2004), Loretti et al. (2005) e Dantas-
Torres (2006), mas nao foi um achado muito freqiiente nos casos observados,
sendo assim, ndo pdde ser considerado um achado patognomdonico da doenca.

Em todos os casos pdde-se observar uma leve a acentuada ictericia do
plasma, o que ocorre devido & anemia hemolitica nesses casos ser do tipo
intravascular. Os macrofagos possuem receptores para anticorpos e
complementos presentes nas membranas dessas hemacias permitindo o
processo de fagocitose e consequente lise destas, resultando ainda em
hemoglobinemia, hemoglobindria, hiperbilirrubinemia e bilirrubindria. Quando os
eritrocitos sdo parcialmente fagocitados da-se a formacao de esferdcitos, os quais
podem ser facilmente visualizados em filmes sanguineos dos caninos (JAIN et al.,
1993; ETTINGER e FELDMAN, 2004; LORETTI et al., 2005; DANTAS-TORRES
et al., 2006; HENDRIX, 2006; THRALL, 2007).

Corroborando com achados de Kagiwara e Holzchuh (1987) o leucograma
foi bastante variavel cursando com leucopenia por neutropenia ou linfopenia no
inicio e leucocitose por neutrofilia ou linfocitose em casos mais tardios da doenca.
Em dois (20%) individuos foi encontrado leucopenia por linfopenia, um (10%)
apresentou panleucopenia, um (10%) leucocitose neutrofilica e outro (10%)

monocitica, além de um (10%) desvio a esquerda e outras alteracdes como
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eosinopenia (20%) e linfopenia (20%). Além disso, dois animais (20%) n&o
apresentaram alteragdes no numero de ceélulas brancas (Tabela 10).

Como a doenca cursa com anemia hemolitica, a leucocitose por neutrofilia
pode ser encontrada constantemente, além de ser um achado que indica uma
infeccdo sistémica severa (LOPES e CUNHA, 2002).

Embora tenha sido evidenciado um caso de monocitose, esse achado nao
parece ser comum na enfermidade, bem como o nidmero de eosinofilos que se
manifestou reduzido em apenas dois dos dez casos de babesiose canina. Porém,
a monocitose pode ser explicada pelo fato da babesiose cursar como uma doenca
imunomediada, ja que o protozoario € reconhecido por macréfagos através de
anticorpos na membrana celular (KAGIWARA e HOLZCHUH, 1987; LOPES e
CUNHA, 2002).

Sendo assim, poOde-se observar uma inconstancia na contagem de
leucdcitos dos animais acometidos pela babesiose e essa variagdo pode ajudar
na classificacdo do periodo de infeccdo em que se encontram (KAGIWARA e
HOLZCHUH, 1987). Jain (1993) relatou a ocorréncia de linfocitose em casos
cronicos, mas nenhum individuo analisado apresentou esse quadro.

Alguns estagios da doenca podem ser caracteristicos tanto da babesiose
quanto de erliquiose, apresentando trombocitopenia e neutropenia como achados
hematoldgicos. Esse fato intensifica a necessidade de um diagnostico diferencial
entre as duas enfermidades (KAGIWARA e HOLZCHUH, 1987; THRALL, 2007).

O diagnéstico se deu pela visualizacdo dos merozoitos nos eritrécitos
circulantes, os quais possuiam formato piriforme, eram grandes e com coloracao
basofilica, sendo encontrados geralmente aos pares no interior das hemacias e,
em alguns casos, se uniam nas extremidades formando uma angulacdo
caracteristica (COLES, 1980; JAIN, 1993; KJEMTRUP et al., 2000; O'DYWER e
MASSARD, 2002; ETTINGER e FELDMAN, 2004; HENDRIX, 2006; SA et al.,
2006; THRALL, 2007).

Apesar de a literatura constatar que essas caracteristicas representam
uma Babesia canis e ndo B. bigemina, cujo tamanho € menor, pleomorfica e
singular dentro das hemacias, os resultados eram repassados sem a espécie,

pois se acredita que exames complementares sS40 necessarios para essa precisao
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diagnéstica (JAIN, 1993; KIEMTRUP et al., 2000; ETTINGER e FELDMAN, 2004;
SA et al., 2006).

Outros métodos diagnésticos ndo foram utilizados, sendo assim, a
visualizacdo do parasita em esfregacos sanguineos foi 0 inico meio conclusivo na

rotina.
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5. CONCLUSAO

O estagio supervisionado foi de grande importdncia no aprendizado e
formacdao profissional, sendo desenvolvido em um laboratério de analises clinicas
equipado com aparelhos de preciséo e profissionais altamente qualificados para o
processamento e elaboracdo de resultados satisfatorios dos exames requeridos
pelos médicos veterinarios.

Além disso, pesquisas sao constantemente realizadas no periodo da
manha, possibilitando que os estagiarios acompanhem esses procedimentos e
aprimorem todos 0s conceitos e praticas adquiridas ao longo do estagio.

Outra vantagem observada durante esse periodo foi a possibilidade de
realizacdo de todas as amostras encaminhadas sob a supervisdo dos técnicos e
do biomédico responséaveis pelo funcionamento da rotina laboratorial, colaborando
para o aprendizado e confian¢a do estagiario na execugdo dos exames.

Os achados laboratoriais podem induzir a pesquisa dos hemoparasitas,
porém nao podem ser utilizados como unico meio de diagndstico.

Na rotina realizada durante o estagio, a Unica forma de diagndstico das
hemoparasitoses era a visualizagdo do parasita em esfregacos sanguineos que
apresentavam ou ndo variacbes hematoldgicas indicativas, o que poderia
acarretar um falso diagnéstico em alguns casos, ja que esse ndo deve ser um
método decisivo.

A pesquisa em filmes sanguineos deve ser realizada sempre que
requerida, porém sua eficacia varia de acordo com a parasitemia, que geralmente
€ baixa; com a fase da doenca em que o animal se encontra; com o local da
puncdo do sangue, ja que o0 sangue periférico aumenta as chances de éxito na
visualizagédo; com a possibilidade da confec¢céo de esfregacos utilizando apenas
papas de leucdcitos, nos casos de erliquioses e hepatozoonoses; entre outros

procedimentos que podem auxiliar nesse meio diagnaostico.
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Como se pode concluir, os testes de ELISA, IFI e PCR, consistem em
métodos com melhores resultados, devido a maior sensibilidade e especificidade
que a simples visualizacdo da lamina. Entretanto, possuem um custo mais
elevado, necessitando inclusive de mao-de-obra especializada, além do risco de
infec¢des cruzadas que podem mascarar os resultados, levando a falsos positivos
ou negativos para determinada hemoparasitose.

O PCR tem se demonstrado altamente preciso no diagnéstico das
hemoparasitoses, inclusive na deteccdo de novas espécies, mas ainda possui um
custo demasiadamente elevado, sendo usado apenas a nivel de pesquisas.

Contudo, a visualizacdo de protozoarios em esfregacos associada as
alteracbes hematoldgicas, ainda é o método de eleicdo nas rotinas laboratoriais e
pode ser bastante positivo quando se tem mao-de-obra qualificada e aparelhos

precisos a disposicao.
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