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RESUMO

As hemoparasitoses caninas sdo doencgas transmitidas por artropodes hematéfagos e
causadas por uma grande variedade de agentes. A espécie Anaplasma platys
corresponde a parasitas intracelulares obrigatérias de plaquetas, principalmente em
cées, sendo responsaveis pelo desenvolvimento de um quadro clinico denominado
trombocitopenia ciclica canina. A babesiose canina € uma doenca transmitida por
carrapatos, causada por hematozoérios do género Babesia, no qual a B. canis vogeli
€ a mais prevalente no Brasil. A erliquiose monocitica canina (EMC) no Brasil vem
apresentando casuistica crescente em hospitais e clinicas veterinarias, sendo
considerada por muitos como uma das mais importantes doencas transmissiveis na
clinica de pequenos animais. Outra enfermidade, pouco relatada, € a Hepatozoonose
canina, causada pela ingestdo do vetor infectado com o protozoario que atinge
monaocitos e neutréfilos do cdo, levando a doencas com severidade variaveis. A
Micoplasmose Canina é uma enfermidade pouco relatada, causada por bactérias que
afetam os eritrocitos e que pode ser fatal em animais imunossuprimidos,
esplenectomizados ou que apresentam co-infeccbes. Outra hemoparasitose
importante em cdes é a rangeliose ou nambyuvu (orelha que sangra), também
conhecida como febre amarela dos caes ou peste do sangue, causada pela infeccao
por Rangelia vitalii. R. rickettsii é considerada a espécie mais patogénica entre as
Rickettsias. A doenca causada por essa bactéria é chamada de Febre maculosa das
Montanhas Rochosas (RMSF) devido ao primeiro relatado ter ocorrido na regido das
Montanhas Rochosas nos EUA. No Brasil, € também conhecida como Febre Maculosa
Brasileira e os carrapatos do género Amblyomma séo os vetores. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a ocorréncia de hemoparasitos em cdes apresentando
trombocitopenia, assim como relacionar com manifestacées clinicas e alteracdes
laboratoriais. Foram selecionadas 115 amostras de caes trombocitopénicos atendidos
em Hospital Veterinario particular da zona norte de Sao Paulo/SP, sendo processadas
por PCR em tempo real. 43 amostras foram positivos para ao menos um patégeno:
Hepatozoon spp. (11,3%), E. canis (6,08%), B. canis vogeli (6,08%) e A. platys
(0,86%). Coinfec¢cBes também foram detectadas: B. canis vogeli e Hepatozoon spp.
(7,82%); E. canis e Hepatozoon spp. (1,62%); A. platys, B. canis vogeli, E. canis e
Hepatozoon spp. (0,86%); B. canis vogeli, Hepatozoon spp. e Mycoplasma spp
(0,86%); B. canis vogeli, Hepatozoon spp. e R. vitalii (1,62%). As manifestacbes
clinicas apresentadas foram sinais gastrointestinais, apatia, mucosas hipocoradas,
hipertermia, perda de peso, sinais neurologicos, hematuria, alteragées locomotoras,
respiratérias, desidratacdo, linfadenopatias, hemorragias, ictericia, epistaxe e oObito.
Em relagcdo ao hematocrito, 33 apresentaram anemia, sendo 12 classificadas como
leve; 16 (14,15%) moderadas; 3 (2,65%) severas e 2 (1,76%) muito severas. Das 115
amostras, onze (9,64%) apresentaram leucopenia, enquanto que em 31 amostras
(27,43%) observou-se leucocitose. Houve diferenca estatistica entre os valores de
hipertermia, ictericia, linfadenopatias, sinais locomotores e epistaxe.

Palavras-chave: Cdo. Hemoparasitose. Trombocitopenia. PCR.



ABSTRACT

Canine hemoparasitoses are diseases transmitted by hematophagous arthropods and
caused by a wide variety of agents. The species Anaplasma platys corresponds to
obligate intracellular parasites of platelets, mainly in dogs, being responsible for the
development of a clinical condition called canine cyclic thrombocytopenia. Canine
babesiosis is a tick-borne disease caused by hematozoans of the genus Babesia, in
which B. canis vogeli is the most prevalent in Brazil. Canine monocytic Eryliquiosis
(EMC) in Brazil has presented increasing casuistry in hospitals and veterinary clinics,
being considered by many as one of the most important communicable diseases in the
small animal clinic. Another disease, little reported, is canine hepatozoonosis, caused
by the ingestion of the vector infected with the protozoan that attacks monocytes and
neutrophils of the dog, leading to diseases with variable severity. Canine
Mycoplasmosis is a poorly reported disease caused by bacteria that affect erythrocytes
and can be fatal in immunosuppressed, splenectomised or co-infected animals.
Another important hemoparasitosis in dogs is rangeliosis or nambyuva (ear that
bleeds), also known as yellow fever of dogs or blood plague caused by infection by
Rangelia vitalii. R. rickettsii is considered the most pathogenic species among
Rickettsiae. The disease caused by this bacterium is called Rocky Mountain spotted
fever (RMSF) due to the first reported occurring in the Rocky Mountain region in the
USA. In Brazil, it is also known as Brazilian Spotted Fever. Amblyomma ticks are the
vectors of Brazilian Spotted Fever (FMB). The objective of this study was to evaluate
the occurrence of hemoparasites in dogs presenting thrombocytopenia, as well as to
relate to clinical manifestations and laboratory abnormalities. A total of 115 samples of
thrombocytopenic dogs treated at the Veterinary Hospital of the northern region of S&o
Paulo / SP were selected and processed by real-time PCR. In real-time PCR, 43 results
were positive for at least one pathogen: Hepatozoon spp. (11.3%), E. canis (6.08%),
B. canis vogeli (6.08%), A. platys (0.86%). Coinfection was also detected: B. canis
vogeli and Hepatozoon spp. (7.82%); E. canis and Hepatozoon spp. (1.62%); A. platys,
B. canis vogeli, E. canis and Hepatozoon spp. (0.86%); B. canis vogeli, Hepatozoon
spp. and Mycoplasma spp. (0.86%); B. canis vogeli, Hepatozoon spp. and R. vitalii.
The clinical manifestations were gastrointestinal signs, apathy, hypochromic mucosa,
hyperthermia, weight loss, neurological signs, hematuria, locomotor, respiratory
alterations, dehydration, lymphadenopathies, hemorrhages, jaundice, epistaxis and
death. In relation to the hematocrit, 33 presented anemia, 12 being classified as mild;
16 (14.15%) moderate; 3 (2.65%) severe and 2 (1.76%) very severe. Of the 115
samples, eleven (9.64%) similar leucopenia, whereas in 31 samples (27.43%)
observed-leukocytosis. The separation is between the values of hyperthermia,
jaundice, lymphadenopathy, locomotor signs and epistaxis.

Keywords: Dog. Hemoparasitoses. Trombocytopenia. PCR.
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1 INTRODUCAO

O céo é o animal domeéstico que esta ha mais tempo servindo de companhia
para o ser humano. As doencas afetam esses animais diretamente por trazer
sofrimento, além de gerar custos para os tutores e, indiretamente, trazendo riscos de
transmissdo de agentes patoldégicos com carater zoonético. As hemoparasitoses
caninas sao doencas transmitidas por artropodes hematéfagos e causadas por uma
grande variedade de agentes (OTRANTO et al., 2009).

As hemoparasitoses sdo enfermidades de grande importancia na clinica
meédica de pequenos animais, apresentando manifestacdes clinicas de intensidades
variaveis, muitas vezes com progndsticos reservados. O diagnéstico definitivo muitas
vezes nao acontece na rotina, sendo o tratamento realizado com base nas alteracdes
do exame fisico, anamnese e presenca de alteraces no hemograma. Essa pratica,
pode gerar comprometimento do bem-estar do animal, descontentamento do tutor e
resisténcia bacteriana, além de riscos para os contactantes e para o homem, devido
ao carater potencialmente zoondtico de alguns agentes.

Alguns hemoparasitos sdo pouco conhecidos pelos médicos veterinarios
clinicos, por falta de acesso a informacdo e/ou pelo nimero pequeno de relatos da
ocorréncia do mesmo em determinadas regiées. Um exemplo disso é a Rangeliose
canina, doenca pouco relatada em S&do Paulo e que pode trazer grandes riscos e
divergéncias no prognostico de cada paciente quando relacionada com outras

hemoparasitoses.

Os artropodes e as doencas transmitidas por eles tém se expandido por
diferentes regides do mundo, devido as mudancas climaticas e o acesso desses
parasitas a certos nichos ambientais (SHAW et al., 2001). A incidéncia das
hemoparasitoses varia, além de outros fatores, de acordo com as condi¢des
ambientais e propicias para cada tipo de vetor, sendo de extrema importancia o estudo
da capacidade vetorial e de transmissdo de cada carrapato. Desta forma, o
diagndstico molecular das hemoparasitoses relacionado com a area geografica
estudada fornece dados epidemiolégicos importantes para profilaxia, controle e

tratamento das enfermidades.



1.1 Hemoparasitoses

As hemoparasitoses sdo doencas caudas por patégenos transmitidos por
vetores hematofagos (LABARTHE et al., 2003). Representam um desafio para clinicos
veterinarios devido a grande variedade e sobreposicdo de manifestacdes clinicas
geradas por diferentes patdgenos e, muitas vezes, por coinfecgcdes com dois ou mais
agentes (OTRANTO et al., 2009). O diagndstico é feito através do histérico de contato
do paciente com carrapatos, sinais clinicos compativeis e achados no exame fisico,
além de confirmacé&o por testes moleculares, citolégicos e soroldgicos (OTRANTO et
al., 2009b).

Grande parte da casuista de hemoparasitoses na clinica médica de pequenos
animais € causada por hemoprotozoarios. No Brasil, até entdo, através da técnica de
PCR, trés espécies ja foram detectadas: Babesia canis vogeli (PASSOS et al., 2005),
Babesia gibsoni (TRAPP et al., 2006) e Rangelia vitalii (SOARES et al., 2011).

A bactéria Ehrlichia canis também tem sido reportada em caes em diversas
regioes do Brasil (DAGNONE et al., 2009; SOUSA et al., 2013; MELO et al., 2016),
principalmente em regides tropicais e subtropicais, de acordo com a distribui¢cdo de
seu vetor, a populacdo classificada como Tropical do complexo R. sanguineus
(MORAES-FILHOS et al., 2015).

Entre as manifestagbes clinicas que cdes acometidos podem apresentar,
destacam-se hipertermia, perda de peso, letargia/apatia, palidez de mucosas,
linfadenopatias, hemorragias difusas, hematuria, ictericia, petéquias e até o 0Obito
(IRWIN, 2001; HARRUS et al, 1997; KEMMING et al, 2004; IRWIN et al, 1991). As
alteracbes laboratoriais mais comuns sao trombocitopenia, anemia hemolitica,
leucocitose ou leucopenia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, hemoglobindria e
proteindria (HARRUS et al., 1997; KEMMING et al., 2004; IRWIN et al.,, 1991;
BOOZER et al., 2003; DE CAPRARIIS et al., 2001; CODNER et al., 1992).



10

1.2 Vetores

1.2.1 Rhipicephalus sanguineus

O carrapato R. sanguineus esta presente em todos os continentes do planeta
— com excecao da Antartida — e tem como hospedeiro primério o cao doméstico,
podendo parasitar outros mamiferos, incluindo o homem e algumas espécies de
passaros. Embora ele tenha se originado na regido Afro tropical, sua distribuicdo
guase cosmopolita se deve as migracées humanas pelo mundo, acompanhadas pela
presenca dos cdes (WALKER et al., 2000). A introducdo do R. sanguineus nas
Ameéricas pode ter ocorrido durante a colonizagéo europeia a partir do final do século
15, ou mesmo anteriormente, ja que ha relatos de fésseis de cdes domésticos no Peru,
Bolivia e México datados de antes do século 15 (LEONARD et al., 2002). De qualquer
forma, € possivel que tenha havido multiplas introducées em diferentes paises do
Novo Mundo, resultando em diferentes recombinacdes génicas entre as populacdes
estabelecidas (MORAES-FILHO et al., 2011).

O carrapato marrom do céo, R. sanguineus, pode ocasionalmente parasitar
outros hospedeiros, incluindo humanos. Devido a sua relevancia, € um dos carrapatos
mais estudados por pesquisadores, visto que, em diferentes paises, é o vetor de varios
agentes causadores de doencas, como por exemplo Rickettsia rickettsii, Coxiella
burnetii, Ehrlichia canis e Rickettsia conorii (DANTAS-TORRES, 2008). Essa espécie
€ reconhecida como vetor da R. rikettsii nos Estados Unidos da América (EUA) e no
México, sendo relatadas infec¢cdes em R. sanguineus por esse hemoparasito também
no Brasil (BUSTAMANTE e VARELA,1947; DEMMA et al., 2005; MORAES-FILHO et
al., 2008).

No Brasil, até meados de 1906, o carrapato R. sanguineus ja era encontrando
com abundancia na Bahia, Sergipe, Para, Mato Grosso, Maranhdo e em algumas
localidades da cidade do Rio de Janeiro, ao contrario dos estados de Minas Gerais,

Sdo Paulo e da regido Sul do pais. A partir de 1910 esta espécie passou a ser
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encontrada com maior frequéncia no Rio de Janeiro e nos demais estados das regides
Sul e Sudeste (ARAGAO, 1911; 1936).

Atualmente, R. sanguineus é considerado, juntamente com as pulgas, os
principais ectoparasitas de cdes em todo o Brasil (LABRUNA, 2004). Tal fato é
retratado pela grande atencdo com que a industria farmacéutica veterinaria trata este
carrapato; até o inicio da década de 1980, ndo existia no mercado brasileiro nenhum
produto comercial carrapaticida com indicacdo especifica para tratamento de R.
sanguineus em céaes. Atualmente, ha dezenas de produtos, das mais diversas
formulacdes e apresentacdes, representando uma cifra consideravel no faturamento
da linha veterinaria das industrias farmacéuticas do Brasil (MORAES-FILHOS, 2013).

O tédxon Rhipicephalus sanguineus foi utilizado, até o final do século XX, para
representar uma Unica espécie de carrapato (WALKER et al., 2000). Porém, estudos
consideraram diferencas biolégicas, morfolégicas e genéticas entre duas populacdes
americanas de R. sanguineus, sendo uma do sudeste do Brasil e outra da Argentina
(OLIVEIRA et al., 2005; SZABO et al., 2005). De acordo com Szabé et al. (2005), o
gene 12S do DNA mitocondrial dos carrapatos argentinos assemelham-se aos da
Francga, enquanto as sequéncias extraidas dos carrapatos do Brasil sdo semelhantes
ao Rhipicephalus turanicus do Zimbawe. Moraes-Filho et al. (2010), encontraram
diferencas genéticas baseadas no sequenciamento do gene 16S do DNA mitocondrial
em amostras de carrapatos oriundas de diferentes localizacdes da América latina,
além de Africa do Sul, Espanha e lItalia. Além de corroborar com estudos recentes
acerca de que existem ao menos duas populagcdes de R. sanguineus no Novo Mundo
(uma tropical e uma temperada), também foram encontradas diferencas entre os

carrapatos da Espanha e da Africa do Sul.
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1.2.2 Complexo Amblyomma cajennense

A espécie Ambyomma cajennense foi primeiramente descrita na cidade de
Cayena na Guiana Francesa (GUGLIELMONE et al.,2006b).

Até recentemente, este taxdn era representado por apenas uma espécie de
carrapato, distribuida desde o sul dos Estados Unidos até o Sul do Brasil e Norte da
Argentina (ESTRADA-PENA et al., 2004). Porém, estudos morfolégicos, genéticos e
biologicos recentes demonstraram que na realidade o complexo Amblyomma
cajennense é composto por seis espécies de carrapatos, duas delas descritas no
Brasil — Amblyomma cajennense sensu strictu (s.s.) e Amblyomma sculptum
(LABRUNA et al., 2011; MASTROPAOLO et al., 2011; BEATI et al., 2013; NAVA et
al., 2014)

No Brasil, carrapatos A. cajennense sensu strictu (s.s.) e A. sculptum foram
encontrados em areas de transicdo correspondentes aos estados do Maranhao,
Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rondbnia. Estas regibes séo
compostas por biomas de Floresta Amazoénica e Cerrado, sendo o A. cajennense s. S.
restrito & areas de bioma Amazénico, enquanto o A. sculptum foi encontrado em
regides do Pantanal, Cerrado e Mata Atlantica (MARTINS et al., 2016).

Os carrapatos do género Amblyomma s&o os vetores da Febre Maculosa
brasileira (FMB), sendo A. sculptum (antigo A. cajennense), A. aureolatum e A. ovale
(vetor da R. parkeri) consideradas as espécies mais importantes na transmissédo da
doenca (PINTER et al., 2016; MORAES-FILHO, 2017).

Em &reas rurais do sudeste do Brasil, os principais hospedeiros do A. sculptum
(publicado como A. cajennense) s&0 0s equinos, sendo as capivaras descritas como
principais hospedeiros silvestres em ambientes antropizados (LABRUNA et al., 2004;
VIEIRA et al., 2004; LABRUNA et al., 2013; MARTINS, 2014).

A. sculptum é o vetor da FMB no interior do estado de Sao Paulo (PINTER et.
al, 2016). A taxa de infeccdo desse carrapato em condi¢cdes naturais € muito baixa
(menor ou igual a 1%) (GUEDES et al.,, 2005; KRAWCZAK et al., 2014)) e a
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capacidade de infeccdo, transmisséo transovariana e transestadial da riquétsia sédo
consideradas baixas (<50%) (SOARES et al., 2012).

Os carrapatos da espécie A. sculptum sédo encontrados em regides de Cerrado
e areas degradadas, como pastos sujos, matas ciliares, colecdes hidricas e em locais
com presenca de equinos e capivaras. Sua maior incidéncia se da de junho a

setembro com alguns casos esporadicos durante todo o ano (PINTER, 2016).

1.2.3 Amblyomma aureolatum

O carrapato Amblyomma aureolatum possui grande distribuicdo pela América
do Sul, incluindo &reas do sul e sudeste do Brasil, Uruguai, nordeste da Argentina e
leste do Paraguai (GUGLIELMONE et al., 2003). O habitat natural deste ectoparasita
no Brasil é primariamente a Mata Atlantica, local que possui as condicfes ideais de
umidade e temperaturas que ocorrem durante o ano todo (PINTER et al., 2004;
BARBIERI et al., 2015).

Nas areas de floresta, os carrapatos A. aureolatum adultos alimentam-se de
carnivoros silvestres (GUGLIELMONE et al., 2003). Em &reas rurais proximas as
florestas, esses carrapatos acabam alimentando-se em caninos domeésticos,
propiciando a transferéncia desses ectoparasitas dos cdes para 0 ser humano
(GUGLIEMONE et al.,, 2003; PINTER et al., 2004). Pouco se sabe sobre os
hospedeiros das fases jovens, porém acredita-se que se alimentam de passaros e
algumas espécies de roedores (ARZUA et al., 2003; OGRZWALKA et al., 2012).

Na regido metropolitana da cidade de S&o Paulo, este carrapato é o principal
vetor da Rickettsia rickettsii, 0 agente etioldégico da Febre Maculosa brasileira (FMB)
(GOMES 1933; DIAS e MARTINS, 1939; VALLEJO-FREIRE 1947; PINTER, 2003;
PINTER et al., 2004). Este carrapato demonstra ser mais eficiente quando comparado
ao A. sculptum na manutencdo da R. rickettsii (SOARES et al., 2012), visto que

demonstrou em laboratdrio total susceptibilidade a infeccdo com valores de 100% para
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manutencao vertical por 4 geracdes (LABRUNA et al., 2011). Porém, a transmissao
vertical isolada ndo é capaz de manter populacbes de carrapatos infectados, pois
fémeas ingurgitadas de Amblyomma aureolatum tiveram alta mortalidade e baixo
desempenho reprodutivo quando infectadas (efeitos deletérios da infeccéo)
(LABRUNA et al., 2011).

Soares et al. (2018) relatam que a espécie A. aureolatum demonstrou
competéncia vetorial para R. vitalii, pois foi capaz de adquirir e transmitir o agente
entre cdes domésticos. No mesmo estudo é relatado que o carrapato em questdo
pode adquirir a infec¢do por R. vitalii pela alimentac&o dos estagios de ninfa e adulto
em cdaes infectados e a infec¢ao por este agente é mantida no vetor por transmissao
transovariana e perpetuacéo transestadial, tanto de larva para ninfa como de ninfa

para adulto.

1.3 Hemoparasitos

1.3.1 Anaplasma platys

A espécie Anaplasma platys pertence a Ordem Rickettssiales, Familia
Anaplasmataceae e Género Anaplasma (FERREIRA et al., 2008). Sdo bactérias
cocoides ou elipticas, gram-negativas, parasitas intracelulares obrigatérias de
plaquetas, principalmente em cées, sendo responsaveis pelo desenvolvimento de um

guadro clinico denominado trombocitopenia ciclica canina (DUMLER et. al., 2001).

Este hemoparasito foi descrito pela primeira vez em 1978 e nomeado como
Ehrlichia platys (HARVEY et al., 1978), porém através da analise de um fragmento do

gene 16S do rRNA houve uma reorganizacdo taxondmica das familias
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Anaplasmataceae e Rickettsiaceae, sendo entdo renomeado como Anaplasma Platys
(DUMLER et. al, 2001).

O vetor do A. platys permanece incerto, porém existem diversas ocorréncias de
coinfecgbes com E. canis e B. canis, direcionando para o envolvimento do carrapato
R. sanguineus (HARRUS et al., 1997b; SANOGO et al., 2006). Além disso, tanto R.
sanguineus quanto outros géneros de carrapatos (Dermacentor e Ixodes) tém sido
descobertos naturalmente infectados em diferentes partes do mundo (INOKUMA et
al., 2000; MOTOl et al., 2001; PAROLA et al., 2003; SANOGO et al., 2003; KIM et al.,
2006).

O periodo de incubacdo da hemoparasitose € de 8 a 15 dias. A infeccao
caracteriza-se por ciclos de parasitemia e trombocitopenia que podem ocorrer com
intervalos de 10 a 14 dias. Na primeira fase parasitémica a trombocitopenia costuma
apresentar valores de até 20 a 50 mil plaquetas/puL de sangue, com muitas células
parasitadas (GREENE, 2006). Conforme a doenca vai se tornando crdnica, a
trombocitopenia diminui assim como a quantidade de células parasitadas, dificultando
a visualizacdo das inclusbes no esfregaco sanguineo (FRENCH et al., 1983;
DAWSON et al., 1991; TRAPP et al., 2006).

Grande parte dos caes infectados por esse agente é assintomatica (CARDOZO
et al., 2007). As manifestacfes clinicas mais frequentes que podem ocorrer séo
vomito, diarreia, linfoadenomegalia, depresséo e perda de peso. Anemia e leucopenia
podem ser visualizadas nos exames laboratoriais (DAGNONE et al., 2001; MACHADO
et al., 2010).

O diagnostico pode ser realizado através da pesquisa de inclusdes em
esfregacos sanguineos e testes sorologicos, porém as duas técnicas podem resultar
em falsos positivos e/ou negativos, visto que o hemoparasito nem sempre estara
presente na amostra de sangue coletada e a presenca de anticorpos nem sempre
signifigue infeccdo clinica, mas apenas exposicdo ao agente (RIKIHISA, 1991,
WOODY e HOSKIN, 1991; COCKBURN, 1986). A técnica de PCR possui alta
sensibilidade, especificidade e resultados rapidos (MILONAKIS et al., 2003).

O tratamento € realizado com antibidticos da familia das tetraciclinas como o

hiclato de doxiciclina e a tetraciclina (MIRANDA, 2010). Esses antibiéticos apresentam
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acao bacteriostéatica, de amplo espectro (WALKER et al., 2012) e sdo semi-sintéticos
sendo, a tetraciclina de acao curta, e a doxiciclina de acao longa. A doxiciclina por ser

lipossoluvel apresenta ampla distribuicdo nos tecidos (VALENTIN et al., 2009).

1.3.2 Babesia canis

A babesiose canina brasileira € uma doenca que possui como vetores 0S
carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus, sendo causada por hematozoarios
do género Babesia que parasitam, preferencialmente, eritrocitos jovens (MURASE et
al., 1993). As espécies Babesia canis e Babesia gibsoni sdo os agentes etioldgicos da
babesiose canina (CITARD et al., 1995; SCHETTERS et al., 1997). Sdo conhecidas
trés subespécies de B. canis (CARRET et al.,, 1999): B. canis transmitida pelo
Dermacentor reticulatus na Europa; B. canis vogeli, transmitida pelo Rhipicephalus
sanguineus em regides tropicais e subtropicais e B. canis rossi, transmitida pelo
Haemophysalis leachi na Africa do Sul (TABOADA e MERCHANT, 1991).

Com relacdo a epidemiologia das subespécies de Babesia canis no Brasil, a B.
canis vogeli € a mais diagndstica em cées, quando comparada as outras subespécies,
independentemente da idade ou raca do animal (TRAPP et al., 2002; DELL PORTO
et al., 1993; PASSOS et al., 2005). Mas, em recentes estudos moleculares realizados
no pais também relatam casos da doenca causada pela B. gibsoni (TRAPP et al.,
2006). Sdo escassos os estudos, principalmente relacionados a caracterizagédo

molecular destes piroplasmideos nas diferentes regides climaticas do Brasil.

A doenca pode se manifestar sob as formas subclinica, aguda, hiperaguda ou
cronica. A gravidade dos sinais clinicos depende da espécie que estd sendo
responsavel pelo parasitismo, assim como a idade e resposta imune do hospedeiro
(SCHETTERS et al., 1997). A forma aguda € mais observada quando as infeccdes
sédo acometidas por B. gibsoni ou pela B. canis rossi, podendo os animais acometidos
evoluirem para o 6bito. A forma hiperaguda, que é incomum, é mais observada em

filhotes e normalmente esta associada a intensa parasitemia do agente etioldgico e
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historico de alta infestacé@o por carrapatos. No Brasil, a forma subclinica da babesiose
canina é provavelmente a apresentacao predominante nos cédes infectados. As formas
aguda e hiperaguda raramente ocorrem no pais, devido ao agente etioldgico mais
frequente ser a B. canis vogeli (LEISEWITZ et al., 2001)

Em relacdo as manifestacdes clinicas e alteracdes sistémicas, na forma aguda
da doenca podem ser observadas anorexia, hipertermia, hematuria, ictericia, letargia
e linfadenomegalia, além de esplenomegalia, sindrome da resposta inflamatoria
sistémica e sindrome da disfuncdo de 6rgdos multiplos. Na forma hiperaguda, além
dessas sindromes, pode ocorrer choque, acidose metabdlica, coagulacéo
intravascular disseminada, estase vascular e hipoxia. J& na fase crénica, podem ser
identificadas hipertermia intermitente e hiporexia (VIDOTTO e TRAPP, 2004,
FURLANELLO et al., 2005; DANTASTORRES e FIGUEIREDO, 2006).

Os métodos para diagndéstico do género Babesia se baseiam na observacao
direta do agente ou na deteccdo de anticorpos (exames sorologicos). O agente pode
ser visualizado nos eritrocitos em esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa ou
pela coloracdo de Romanowsky (TABOADA, 1998). Este tipo de técnica mesmo sendo
altamente especifica, apresenta baixa sensibilidade pois a parasitemia é variavel e a
nao deteccdo do parasita em esfregaco sanguineo ndo implica na auséncia de
infeccdo (VERCAMMEN et al., 1995).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) também é uma forma de
diagnostico para detectar fragmentos de DNA de Babesia spp. (FUKUMOTO et al.,
2001). A PCR proporciona o diagnostico em infecgdes agudas, subclinicas ou crénicas
mesmo nos casos de baixa parasitemia (MACINTIRE et al., 2002). A PCR também
pode ser utilizada para avaliacdo de terapia, detec¢cdo de animais portadores de
Babesia spp. e em estudos epidemiologicos para a doenca em diferentes ambientes
climaticos (PERSING et al., 1992). A reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFl) e
ELISA séo técnicas utilizadas no diagnostico indireto da babesiose canina detectando
anticorpos séricos em animais portadores do agente etioldgico (TABOADA, 1998;
VERCAMMEN et al., 1995; YAMANE et al., 1994; BOBADE et al., 1989). A técnica de
ELISA é simples e sensivel, porém pouco especifica, pois ha reagéo cruzada entre B.
canis e B. gibsoni (BOBADE et al., 1989).



18

O tratamento € realizado com derivados de diamidinas e imidocarb
(URQUHART et al, 1998). O prognéstico é bom, porém muitos animais tratados
permanecem como portadores da doenca, podendo dessa forma ocorrer recidivas
(JONES et al., 2000).

1.3.3 Ehrlichia canis

As bactérias do género Ehrlichia sdo parasitas intracelulares obrigatérios gram-
negativos que parasitam células hematopoiéticas, como mondcitos, macréfagos e
neutroéfilos. Atualmente, cinco espécies compreendem o género: E. chaffeensis, E.
canis, E. ewingi, E. muris e E. ruminantium (DUMLER et al., 2001). Dentre elas, E.
ewing, E. chaffensis e E. canis sdo as que parasitam os caes, sendo esta Ultima a
mais frequente (DAGNONE et al., 2003).

Em diferentes partes do mundo, incluindo o continente americano, o carrapato
R. sanguineus é o vetor principal, se ndo o Unico, da bactéria Ehrlichia canis, agente
etiolégico da erliguiose monocitica canina (EMC) (DUMLER et al., 2001). A EMC no
Brasil vem apresentando casuistica crescente em hospitais e clinicas veterinarias,
sendo considerada por muitos como uma das mais importantes doencas
transmissiveis na clinica de pequenos animais (BULLA et al., 2004; DAGNONE et al.,
2003; MACHADO 2004; AGUIAR et al., 2007b). No carrapato, ha transmisséo
transestadial, mas nédo transovariana (GROVES et al., 1975; DUMLER et al., 2001).

No Brasil, a EMC ocorre endemicamente em praticamente todas as cinco
regides, com frequéncias de infeccdo geralmente entre 20 e 50% em populacdes
caninas amostradas de forma aleatdria, sem suspeita clinica (LABARTHE et al. 2003,
AGUIAR et al. 2007b; COSTA Jr. et al., 2007; TRAPP et al., 2006; SANTOS et al.,
2009). No entanto, na regido Sul, enquanto o estado do Parana apresenta frequéncias
de infeccdes >20% (DAGNONE et al., 2003; TRAPP et al., 2006), semelhantemente

as demais regides do Brasil, os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul
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apresentam frequéncias minimas (<5%) (LABARTHE et al., 2003; SAITO et al., 2008).
O baixo numero de casos de infeccdo por E. canis na América Latina temperada
(Chile, Argentina, Uruguai e estado do Rio Grande do Sul) pode ser devido a baixa
competéncia vetorial dos carrapatos sob o tdxon R. sanguineus desta regido, ao
contrario da América tropical (desde México ao estado Brasileiro de Santa Catarina)
onde a populacdo de R. sanguineus estudada possui alta competéncia vetorial
(MORAES-FILHO, 2013).

A patogenia da erliquiose canina envolve um periodo de incubacéo de 8 a 20
dias. A doenca é caracterizada por ser multissistémica, de sintomatologia complexa,
gue varia na intensidade de acordo com as fases da doenca: aguda, assintomatica
(subclinica) e crénica. Em infec¢des experimentais, é possivel diferenciar as trés
fases, mas em animais naturalmente infectados, é dificil definir a fase da doenc¢a, uma
vez que a apresentacao clinica e os achados laboratoriais sdo similares e a duracéo
e severidade dos sinais clinicos € variavel (HARRUS et al., 1997a; SANTAREM,
2003).

Durante o periodo de incubacdo o animal pode apresentar manifestacdes
clinicas inespecificas como letargia, anorexia, prostracdo, perda de peso,
linfoadenomegalia e hipertermia (HARRUS et al., 1997c; BORIN, et al., 2009).

Ja nafase aguda, os sinais clinicos mais observados sdo hipertermia, secrecéo
ocular e nasal, anorexia, depresséao, linfadenopatia, vasculite, sinais neurologicos
(convulsbes e ataxia), musculares e de poliartrite (GREENE e HARVEY, 1984).
Podem ser observados, ainda na fase aguda, petéquias e equimoses cutaneas e em
mucosas, epistaxe, claudicacdo, mialgias e alteraces oculares (uveite, retinopatias e
conjuntivite) (BREITSCHWERDT, 2004; CASTRO et al., 2004). A letalidade € maior
na fase crénica, podendo ocorrer exacerbacdo das manifestaces clinicas da fase
aguda acrescidas de complicacbes (CASTRO ET AL., 2004; MYLONAKIS ET AL.,
2004).

O diagnostico pode ser realizado com base na visualizagdo de morulas em
células dos esfregacos de sangue periférico ou concentrado leucocitario, sorologia,
cultura de microrganismos, imunoaglutinacdo e PCR (GREENE, 2006; DANTAS-
TORRES, 2008).
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O diagnostico molecular pode ser realizado a partir de material genético
extraido de sangue total, medula 6ssea, linfonodos, soro e baco (HARRUS et al.,
2004; MYLONAKIS et al., 2009). Ramos e colaboradores (2009) utilizando a PCR e a
pesquisa direta observaram 54% de positividade no teste molecular e 9% no
parasitolégico direto, sendo 4% desses considerados falsos positivos. Ja, frente a
testes sorologicos, a PCR se destaca por detectar o DNA do agente nos primeiros
dias pos-infeccdo, antes mesmo de ocorrer a soroconversdo (IQBAL et al., 1994;
SUMMER et al., 1997; WEN et al., 1997), e por ser incomum a apresentacao de
resultados falsos positivos (NAKAGHI et al., 2008; HARRUS E WANER, 2011).

A primeira linha de tratamento € baseada no uso da doxiciclina, sendo a
minociclina e a rifamicina consideradas segunda linha. Apesar destas terapéuticas
apresentarem bons resultados na resolucdo dos sinais clinicos e alteracdes
laboratoriais, nem sempre s&o efetivas na eliminagdo da infec¢gdo por E. canis
(MYLONAKIS, 2019).

1.3.4 Hepatozoon spp.

A Hepatozoonose Canina € uma doenca causada por protozoarios do género
Hepatozoon (Apicomplexa, Hepatozoidae) que parasitam mondcitos e neutrofilos dos
hospedeiros intermediarios (BANETH et al., 2003). Os principais hospedeiros
definitivos sdo os carrapatos Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma spp., nos quais
ocorre a esporogonia (BANETH, 2011). Os mamiferos séo considerados hospedeiros
intermediarios e se infectam pela ingestao destes carrapatos contendo oocistos. Uma
gama de artrépodes, como acaros, carrapatos, piolhos e mosquitos podem atuar como
hospedeiro definitivo para as diferentes espécies de Hepatozoon spp. (BANETH et al.,
2003).

Até entdo, duas espécies de Hepatozoon foram identificadas em cées: H. canis
e H. americanum. Esta classificacdo foi baseada principalmente nas caracteristicas
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genéticas, tropismo tecidual, achados morfolégicos e patolégicos, bem como nos
sinais clinicos causados ao hospedeiro. O H. canis foi descrito na Europa, Africa, Asia
e Ameérica do Sul, enquanto o H. americanum é encontrado nos Estados Unidos da
Ameérica (VINCENT-JOHNSON et al., 1997; BANETH et al., 2003).

Em 2005, através de técnicas moleculares, Rubini e colaboradores
identificaram e caracterizaram espécies de Hepatozoon spp. em cédes do estado de
Sado Paulo como sendo H. canis. No mesmo ano, Paludo e colaboradores
identificaram H. canis em caes em Brasilia, e em 2007, Garcia de Sa e colaboradores

identificaram a mesma espécie de Hepatozoon spp. em cées do Rio de Janeiro.

Ao contrario de muitas bactérias e protozoarios transmitidos por carrapatos via
glandulas salivares (BANETH, 2003), a transmissédo do H. canis para o cao ocorre
apos a ingestao de carrapato contendo oocistos esporulados (GONDIM et al., 1998;
PALUDO et al., 2003; ASSARASAKORN et al., 2006). Da mesma forma, o carrapato

torna-se infectado ao ingerir sangue de um céo parasitado (BANETH, 2003).

Em relacdo a viruléncia do H. canis, acredita-se que seja fraca, pois infeccbes
subclinicas sdo comuns, geralmente causando doenca leve que pode afetar
linfonodos, baco, medula 6éssea, resultando em letargia e anemia (BANETH e
WEIGLER, 1997; BANETH, 2003).

A gravidade da doenca causada pelo H. canis € influenciada por condi¢des de
infecgdes concorrentes, imunodeficiéncia e imaturidade do sistema imune.
Coinfeccbes com Ehrlichia spp., Toxoplasma gondii ou Babesia spp. predispdem o
aparecimento de manifestacdes clinicas (HARMELIN et al., 1992). Paludo et al (2005)

sugerem que H. canis age como agente oportunista.

A PCR, ferramenta de diagnéstico especifica e sensivel para o Hepatozoon
spp., detecta um namero muito pequeno do DNA alvo, facilitando a deteccéo de alguns
microrganismos abaixo do ponto inicial de detec¢cdo de culturas microbiologicas

rotineiras de citologia, histologia ou imunohistoquimica (SELLON, 2003).

Ezeokoli et al. (1983) afirmavam que nenhuma terapia era efetiva contra a
hepatozoonose, porém Voyvoda e colaboradores (2004) registraram eficacia positiva

do uso do toltrazuril. O uso de dipropionato de imidocarb combinado com doxiciclina
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ou tetraciclina também tiveram registros positivos no tratamento da doenca (BANETH,
2003; GAVAZZA, 2003).

1.3.5 Mycoplasma spp.

A Micoplasmose Canina é uma doenca de distribuicdo mundial causada por
bactérias pequenas que infectam a parede de eritrocitos (NOVACCO et al., 2010). As
espécies bacterianas mais comumente descritas em cdes sdo Mycoplasma
haemocanis, Candidatus Mycoplasma haematoparvum, Mycoplasmas canis e M.
cynos, estando associadas a doencas respiratorias, anemia e infeccbes do trato
urogenital (CHALKER, 2005).

A patrtir da classificacdo baseada na andlise da sequéncia do gene 16S rRNA,
a espécie Haemobartonela canis passou a ser denominada Mycoplasma haemocanis,
deixando de pertencer a familia Anaplasmataceae e integrando o género Mycoplasma
(MESSICK et al., 2002). O M. haemocanis foi descrito pela primeira vez em 1928
(KIKUTH,1928), desde entdo varios casos foram relatados (CARR e ESSEX, 1944;
PRYOR e BRADBURY, 1975; BRISON e MESSICK, 2001).

O’dwyer et al. (1997) descreveram a presenca de Mycoplasma haemocanis em
esfregacos sanguineos de cdes em Belo Horizonte, regido Sudeste do Brasil e,
posteriormente, a bactéria foi caracterizada por PCR em quatro cdes néo
esplenectomizados por De Morais et al. (2003) em um Hospital Veterinario de

Londrina no Parana.

Apesar dos aspectos da transmissao natural ainda néo estarem definitivamente
estabelecidos, acredita-se que 0 R. sanguineus, seja o potencial vetor (NOVACCO et
al.,, 2010) além de existirem evidéncias de possivel transmissao transplacentaria
(KEMMING et al.,2004). Supde-se que a infeccdo por M. haemocanis em caes nao

seja um evento raro, porém a maior parte dos infectados ndo apresenta manifestagées
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clinicas (NOVACCO et al., 2010) sendo que animais esplenectomizados, portadores
de doenca esplénica, sob acdo de drogas imunosupressoras ou coinfectados com
bactérias, virus e outros hemoparasitos podem manifestar a enfermidade (KEMMING
et al.,2004).

Os sinais clinicos da Micoplasmose Canina podem surgir entre 1 a 2 semanas
apos a infeccdo (PRYOR & BRADBURY, 1975) ou em um periodo de 4-9 semanas
(KEMMING et al., 2004) incluindo anorexia, letargia, perda de peso e hipertermia,
além de anemia hemolitica que em casos severos pode ser fatal (WEST, 1979).

A doenca pode ocorrer de duas formas: a forma latente, que geralmente é
assintomatica e a forma aguda. Pode se observar anemia grave e leucopenia ou
leucocitose. A trombocitopenia é uma alteracao frequente em cées portadores de M.
haemocanis e pode estar associada a distarbios de coagulacdo (KEMMING et
al.,2004).

O diagndstico definitivo de pode ser realizado através de esfregacos de sangue
periférico com coloragédo de Giemsa classico, onde o M. Haemocanis € observado na
forma de cocos (0,2-0,4 um) na superficie do eritrécito, porém, hoje em dia a técnica
mais eficaz de diagndstico para identificar a presenca de M. haemocanis é a PCR de
sangue total (KEMMING et al.,2004).

O tratamento €é realizado com a administragdo de tetraciclinas ou
fluoroquinolonas. Esta terapia apresenta bons resultados em pacientes
imunocompetentes, todavia em casos mais graves ou com resisténcia a esses

antibidticos, pode-se utilizar enrofloxacina ou azitromicina (NELSON e COUTO, 2010).

1.3.6 Rangelia vitalii

O protozoario R. vitalii pertence a ordem Piroplasmorida e infecta eritrocitos,
leucécitos e células endoteliais (LORETTI e BARROS, 2005).
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A hipotese da existéncia de reservatoérios silvestres de rangeliose é baseada
em relatos, por esfregaco sanguineo, de piroplasmas em canideos das espécies
graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus) (RUAS et al., 2005) e cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous) (PARAENSE; VIANA, 1948). Estas duas espécies sao
normalmente encontradas parasitadas com carrapatos do género Amblyomma e em
estudos em laboratérios funcionam com hospedeiros para estes artropodes. A.
aureolatum, R. sanguineus, A. ovale e A. cajennense sao as espécies de carrapatos
gue foram encontradas parasitando caninos acometidos pela infec¢gdo por R. vitalii
(CARINI; MACIEL, 1914b; BRAGA, 1935; LORETTI et al., 2003; LORETTI; BARROS,
2004; SOARES et al., 2011).

Um trabalho recente realizado por Soares (2014) relata que a espécie A.
aureolatum demonstrou competéncia vetorial para R. vitalii, pois foi capaz de adquirir
e transmitir o agente entre caes domeésticos, mas as espécies A. ovale, A.tigrinum, A.
cajennense e R. sanguineus nao foram vetores competentes de R. vitalii, pois n&o
adquiriram a infec¢éo apo6s se alimentarem em caes infectados. No mesmo estudo é
relatado que A. aureolatum pode adquirir a infeccdo por R. vitalii pela alimentacao dos
estagios de ninfa e adulto em cées infectados e a infec¢cdo por este agente é mantida
neste carrapato por transmisséo transovariana e perpetuacéo transestadial, tanto de

larva para ninfa como de ninfa para adulto.

A distribuicdo da doenca esta associada a locais onde espécies de carrapatos
capazes de infestar o cao estao presentes. No Rio Grande do Sul, um grande nimero
de casos clinicos e necropsias com a presenca de infecdo por R. vitalli foram
observados durante os meses de novembro a marco, periodo em que a quantidade

desses ectoparasitas no ambiente é grande (LORETTI et al., 2003)

Atualmente, o nambyuvd, também conhecido como febre amarela dos cées
(CARINI, 1908) ou peste do sangue (PESTANA, 1910), é a principal causa de doenca
hemolitica em cées necropsiados na Mesorregiao Centro Ocidental Rio-Grandense
(FIGHERA et al., 2008).

A enfermidade pode manifestar-se de trés formas clinicas: forma aguda ou
ictérica, subaguda ou hemorragica e forma crénica, sendo esta ultima, leve ou benigna
(PESTANA, 1910b; CARINI; MACIEL, 1914; BRAGA, 1935).
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Em relacdo as manifestacdes clinicas, podem ser observados: perda de peso,
anorexia, hipertermia, dispneia, apatia, petéquias, desidratacao, ictericia, mucosas
hipocoradas, equimoses, hemorragias nasais, orais, anais e em borda de orelhas,
além de linfadenomegalia, hepatomegalia e esplenomegalia (PESTANA, 1910;
CARINI; MACIEL, 1914; LORETTI; BARROS, 2004 ; FIGHERA et al., 2010).

Conforme o significado da palavra “Nambyuvu” - orelha que sangra - sendo de
origem Guarany, algo caracteristico causado pela infeccdo por R. vitalii, € um sinal
clinico correlacionado com o intenso consumo de plaquetas, pois este protozodrio tem
a capacidade de parasitar o endotélio vascular, lesando-o. Em casos de inoculacéo
experimental, os animais ndo manifestam este tipo de sangramento constante nas
orelhas sendo, provavelmente, necesséria a picada de insetos ou lesdes locais para
o desenvolvimento do Nambyuvd (MOREIRA, 1939).

As lesdes no endotélio vascular dos vasos que irrigam o sistema digestivo
podem levar a alteracfes intestinais, bem como, a perda de sangue para o interior do
limen intestinal. Assim, animais infectados naturalmente ou experimentalmente
apresentam uma diarreia sanguinolenta inicialmente alaranjada, que posteriormente
torna-se escura, muitas vezes com a presenca de estrias de sangue, fazendo com
gue a doenca também ficasse conhecida como Nambyuvld das tripas (PESTANA,
1910b; CARINI; MACIEL, 1914a).

As formas intraeritrocitarias de R. vitalii sdo morfologicamente muito similar ao
piroplasma Babesia canis vogeli, que também infecta cées. Portanto, fazer um
diagndstico morfologico para diferenciacdo de espécies nao € viavel através do exame
de esfregaco sanguineo. A diferenciacdo dessas espécies é feita por diagndsticos
moleculares por PCR com sondas espécificas ou por sequenciamento genético.
Trabalhos recentes tém se baseado em amplificacdo de fragmentos do gene 18S
rRNA ou da proteina de choque térmico 70 (hsp70) (SOARES et al., 2011; LEMOS et
al., 2012; SOARES et al., 2018).

O tratamento preconizado para a doenca é a doxiciclina, o dipropionato de
imidocarb ou o aceturato de diminazeno. Tem-se empregado a mesma posologia
usada na terapia de outras protozooses e riquetsioses sanguineas de caninos, tais
como a Babesiose e a Erliquiose, além da instituicdo de corticoterapia e, quando

necessario, transfuséo sanguinea e fluidoterapia. A administracao de corticéides tem
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sido recomendada no tratamento da anemia hemolitica imunomediada idiopética ou
secundéria (BUCHELER et al., 1995).

1.3.7 Rickettsia rickettsii

O género Rickettsia compreende bactérias gram negativas intracelulares
obrigatdrias, algumas com potencial zoonético em diferentes partes do mundo (YU e
WALKER, 2003). Recentemente, o género foi classificado em quatro grupos: Grupo
de Febre Maculosa (GFM), Grupo de Tifo (TG), Grupo de Transicédo (TRG) e Grupo
Ancestral (AG) (FRITZ et al.,2009).

No Brasil, foram descritas até o0 momento sete espécies de Rickettsias: quatro
pertencentes ao grupo GFM, transmitidas por carrapatos (R. rickettsii, R. parkeri, R.
rhipicephallii e R. amblyommatis); uma transmitida por pulgas do grupo TGR (R. felis);
R. typhi pertencente ao grupo TG, também transmitida por pulgas; e R. belli do grupo
AG, relacionada com carrapatos (LABRUNA, 2009).

R. rickettsii € considerada a espécie mais patogénica (PAROLA et al., 2005),
sendo relatada em diferentes paises como Estados Unidos da América (EUA), México,
Canada, Costa Rica, Panama, Colémbia, Argentina e Brasil (DUMLER e WALKER,
2005; PADDOCK et al., 2008). A doenca causada por essa bactéria é chamada de
Febre maculosa das Montanhas Rochosas devido ao primeiro relatado ter ocorrido na
regido das Montanhas Rochosas nos EUA. No Brasil, € também conhecida como
Febre Maculosa Brasileira (FMB) (LABRUNA, 2009).

Os carrapatos do género Amblyomma séo os vetores da Febre Maculosa
brasileira (FMB), sendo A. sculptum (antigo A. cajennense), A. aureolatum e A. ovale
(vetor da R. parkeri) consideradas as espécies mais importantes na transmissao da
doenca (PINTER et al., 2016; MORAES-FILHO, 2017).
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Em S&o Paulo, A. sculptum €& considerado vetor no interior, enquanto A.
aureolatum é responsavel pela transmissdo do patégeno na regido metropolitada.
Nesta mesma regido, o carrapato Rhipicephalus sanguineus também tem sido
considerado um possivel vetor (LABRUNA, 2009; MOARES-FILHO, 2009).

No Brasil, as capivaras foram confirmados como hospedeiros amplificadores
para carrapatos Amblyomma sculptum (publicado como Amblyomma cajennense)
(UENO et al., 2016; LABRUNA, 2009) pois desenvolvem uma rickettsemia longa
(UENO et al., 2016).

Entre os hospedeiros do A. sculptum, os cavalos ocupam um lugar de grande
importancia, assintomaticos, porém com titulacdes de IgG significativas e de longa
duracéo. Porém, ndo sao considerados amplificadores da bactéria devido ao periodo
de rickettsemia ser curto (UENO, 2016).

O A. aureolatum é encontrado em areas de Mata Atlantica das regifes Sul e
Sudeste (PINTER et al., 2004). E o principal vetor da FMB na regido metropolitana do
estado de Sédo Paulo (MORAES-FILHO et al., 2009), e em locais endémicos para a
doenca como o municipio de Mogi das Cruzes (EVANS et al., 2000).

Dois casos de Febre maculosa Brasileira em cées foram relatados por Labruna
et al (2009). O diagndstico foi fechado através de analise molecular e sorolégica. Os
caes apresentaram diarreia, émese, hematoquesia, hipertermia, anorexia, letargia e
alteracdes neurologicas (ataxia e nistagmo). A Unica alteracao laboratorial relatada foi
leucocitose em um dos animais e o tratamento de ambos foi realizado com Imizol® e
doxiciclina (LABRUNA et al., 2009b).

Os métodos de diagndstico especificos incluem Reacéo de imunofluorescéncia
indireta (IFl) para pesquisa de imunoglobulinas IgM e IgG (TAVARES, 2007);
Pesquisa direta da riquétsia através de histopatologia/imuno-histoquimica a partir de
bidpsia de pele e petéquias ou em materiais de necropsia - lesées de pele, pulmao,
figado, bacgo, coracdo, cérebro e musculos (BRASIL, 2005); e técnicas de biologia
molecular (PCR) (TZIANABOS et al., 1989).

Em cées, o tratamento deve ser iniciado o mais cedo possivel, com
antibioticoterapia especifica, pois quando realizado tardiamente pode nao ser eficaz

na prevencao de necrose tissular ou danos neurologicos (GASSER et al., 2001).
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Os farmacos utilizados séo as tetraciclinas, cloranfenicol ou doxiciclina, sendo
este Ultimo mais efetivo, com menos rea¢fes adversas e assim, considerado de
eleicdo no tratamento da enfermidade (BREITSCHERDT et al., 1999). A terapéutica
precoce com a doxiciclina melhora o prognéstico dos caes, com uma resposta rapida
em um a dois dias (RAOULT e PAROLA, 2007).

2 JUSTIFICATIVA

As hemoparasitoses fazem parte das principais doencas transmissiveis dos
cdes domeésticos, representando uma parcela importante da rotina dos clinicos
veterinarios. O diagnéstico sugestivo através de alteracdes laboratoriais como
trombocitopenia e anemia somadas ao historico de contato com o carrapato €, muitas

vezes, 0 que direciona o tratamento.

O diagnéstico definitivo com a confirmacdo do patdgeno muitas vezes nao é
realizada devido as questdes financeiras, visto que a técnica de PCR gera custos
relativamente altos para o tutor quando empregada de forma equivocada, com a
solicitacdo de pesquisa de um nimero muito grande de patégenos. Porém, a deteccéo
molecular da espécie envolvida na doenca permite um direcionamento mais especifico
do tratamento, assim como um suporte maior para o médico veterinario nas questdes

de progndstico e esclarecimento do tutor.

A fim de se realizar o direcionamento das solicitagcdes de exames moleculares,
€ de extrema importancia a pesquisa e o conhecimento dos patdégenos envolvidos,
assim como sua relacédo com os seus vetores, manifestacdes clinicas mais frequentes

e as alteragOes laboratoriais mais encontradas.

O conhecimento dos patdgenos mais frequentes na regido estudada, assim

COmo a associagdo com o0s vetores mais encontrados nesse tipo de ecossistema,
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auxiliam no direcionamento do diagnéstico definitivo e, por fim, permitem uma

terapéutica mais precisa e um progndstico mais claro.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente estudo tem como objetivo a detec¢cdo molecular de hemoparasitos
em sangue total de cdes com trombocitopenia atendidos em hospital veterinario
particular da Zona Norte de S&o Paulo, assim como relacionar possiveis

manifestacdes clinicas e altera¢des laboratoriais.

3.2 Especificos

o Detectar a presenca de DNA de Anaplasma platys, Babesia canis vogeli,
Ehrlichia canis, Mycoplasma spp., Rangelia vitalii e Rickettsia rickettsii através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real e, de Hepatozoon spp.

através da PCR convencional nas amostras de sangue total.

o Analisar a relacéo entre a infeccéo por hemoparasitos com as alteracdes

plaquetarias, de hematdcrito, nimero total de heméacias e leucdcitos totais.
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o Relacionar os resultados moleculares com as manifestacfes clinicas

apresentadas.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local e Periodo de realizacdo

A coleta das amostras foi realizada em um hospital veterinario 24 horas

particular da Zona norte de S&o Paulo no periodo de maio de 2018 a janeiro de 2019.

O delineamento amostral foi de conveniéncia, conforme a rotina do Hospital
veterinario. Os pacientes foram oriundos de diferente areas da zona norte, incluindo a
regido da serra da Cantareira, que possui vegetacao tipica de Mata Atlantica.

A Zona Norte corresponde a area do municipio de Sao Paulo situada ao norte
do Rio Tieté, com excecdo do distrito de Jaguara. Oficialmente é formada pelas
subprefeituras das regides Nordeste e Noroeste da capital (SAO PAULO, 2002).

A Mata Atlantica cobria cerca de 82% da superficie do estado no inicio do
processo de colonizagao (séculos XVI-XVII) (VICTOR et al., 1975). Porém, devido a
sua substituicdo por diferentes utiliza¢des, atualmente encontra-se reduzida a cerca
de 17% do territério (SAO PAULO, 2010).

A cidade de S&o Paulo apresenta clima classificado como Tropical de Altitude,
com indices pluviométricos elevados nos meses de verdo e estiagem no inverno,
sendo sua temperatura média do més mais quente superior a 22°. (SAO PAULO,
2017). Ja a regido da Serra da Cantareira classifica-se como Clima Tropical Umido
Serrano da Cantareira, onde as elevadas altitudes induzem um aumento nos totais
pluviométricos e a temperatura meédia anual fica entre 17,7 e 19,3°C (TARIFA e
AZEVEDO, 2001).
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O processamento das amostras e realizacdo das analises moleculares
ocorreram no Laboratério de Doencas parasitarias da Universidade de Sao Paulo
(USP), entre maio de 2018 e maio de 2019.

4.2 Coleta das amostras e exames laboratoriais

A amostragem utilizada foi de conveniéncia, sendo coletas 115 amostras de
caes que apresentaram trombocitopenia no hemograma completo. O consentimento

dos tutores foi obtido através da assinatura de termo escrito.

Os hemogramas foram solicitados pelos médicos veterinarios no momento da
consulta, com ou sem suspeita de hemoparasitoses. Foram realizados em analisador
hematolégico automatico URIT 3000 VET PLUS - MHIlab®. Foram realizadas as
contagens de eritrocitos, leucécitos, plaquetas e determinacdo da hemoglobina. O
hematécrito foi determinado por meio da técnica de microhematocrito e a contagem
diferencial de leucocitos (100 células) foi realizada nas extensdes sanguineas

coradas, em microscopio 6ptico em objetiva de imerséo (100X).

Os pacientes foram considerados com trombocitopenia ao apresentarem valor
total de plaguetas abaixo de 200 mil/yl de sangue, de acordo com os valores
hematoldgicos de referéncia para cées de Meinkoth e Clinkenbeard (2000) - nimero

total de plaquetas 200 — 500 mil/ul.

A coleta de sangue dos cdes com trombocitopenia previamente diagnosticada
foi realizada através de puncgéo da veia jugular, com agulha de calibre 20x0,55 mm e
seringa de 3 ml. Os volumes foram acondicionados em tubos estéreis com
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e mantidos congelados em

temperatura de -4°C até realizado do processo de extracdo do DNA.

Os dados, anamnese, exame fisico e resultado de exames foram coletados da

ficha clinica dos animais.
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4.3 Extracao de DNA

As amostras de sangue total foram processadas individualmente a extracao de
DNA, utilizando-se o “Kit de extragdo Purelink Genomic DNA Kit” (ThermoFisher
Scientific®), conforme instru¢des do fabricante. Os eluatos obtidos de DNA foram

devidamente identificados e armazenados a -20° C para posterior analise molecular.

4.4 PCR em tempo real

A PCR para Anaplasma platys foi realizada através da amplificacdo do gene
18s rRNA, com os primers Anl-F e An2-R (Tabela 1), associados a uma sonda interna
especifica (6FAM-CGGATTTTTGTCGTAGCTTGCTATGATQSY) (KHATAT et al.,
2017).

A PCR para Babesia canis vogeli foi realizada utilizando-se os primers senso
hsp70-F e antisenso hsp70-R (Tabela 1) associados a uma sonda interna fluorogénica
especifica (5'- Hex’/AGCGCCAGGCCACCAAGGACGCT-3-IABIKFQ), obtendo-se a
amplificagédo de um fragmento de 84 pares de base do gene hsp70 de Babesa canis
vogeli (PELEG et al., 2010).

Para E. canis, a PCR foi realizada utilizando-se os primers Dsb-321 e Dsb-671
(Tabela 1), além da sonda especifica TagMan (5°-
AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA - 3) 5 FAM/BHQ - 1 3’, de acordo
com DOYLE et al. (2005), obtendo-se uma sequéncia de nucleotideos amplificados

do gene dsb.
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A deteccdo molecular de DNA de Mycoplasma spp. foi realizada utilizando-se
os primers Hf-F e Hf Reverse (Tabela 1), além de Sondas Tagman especificas (6FAM-
TGTGTTGCAAACCAGCGATGGT-QSY), conforme descritos por Tasker et al., 2003.

Os materiais obtidos da extracao foram analisados para R. vitalii utilizando-se
os oligonucleotideos iniciadores denominados senso Rv751-770 e antisenso Rv930-
91 (Tabela 1), além de sonda TagMan [5’- 6-FAM (CCT TAT CAA ATC ATT CTT C)
MGB NFQ -3’]. Este par de primers corresponde a amplificagdo de um fragmento de
179-pb do gene hsp70 de R. vitalii (SOARES, 2014).

Para deteccdo de Rickettsia rickettsii através de PCR em tempo real, cada
amostra de DNA extraido foi testada individualmente pelo protocolo de real-time PCR
descrito por Labruna et al. (2004). Este protocolo utiliza um par de primers CS5 e CS6
(Tabela 1) que amplificam um fragmento de 147 nucleotideos do gene citrato sintase
de Rickettsia spp, associado a uma sonda interna fluorogénica (5° 6-FAM — BHQ-1 3")

de 23 nucleotideos.

As reacoes foram realizadas em placas de 96 pocos submetidas a variacfes
térmicas correspondentes a um ciclo inicial de 95°C por 5 minutos, seguido por 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto, conforme descrito por Doyle
et al. (2005). A amplificacdo, aquisicdo e analise de dados foram realizadas através
do sistema de deteccdo multicolor para Real-Time PCR (7500 Real-Time PCR
Systems — Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA).

4.5 PCR convencional

Para a deteccao de DNA de Hepatozoon spp., foram utilizados os primers
HEP2 144-169 e HEP 2 743-718 (Tabela 1), que amplificam um fragmento de cerca
de 574 pb do gene 18S rRNA de Hepatozoon spp., conforme protocolo preconizado
por Almeida et al. (2012).
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O processo de desnaturagéo foi iniciado a 94°C durante 4 minutos, seguido por
40 ciclos: desnaturacéo a 90°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos,
extensdo a 72° por 60s e extenséao final a 72°C por 10 minutos. E entédo, a deteccéo
do produto de amplificacao foi realizada em gel de agarose 1%.
Tabela 1 — Primers utilizados para deteccdo de DNA de A. Platys, B. canis vogeli, E.
canis, Hepatozoon spp., Mycoplasma spp., R. vitalii e R. ricketsii através da técnica de

PCR em tempo real e convencional em cdes com trombocitopenia da Zona norte de Séo
Paulo.

PATOGENO PRIMERS GENE SEQUENCIA Referéncia
A. platys t Anl-F 18s 5-CTCAGAACGAACACTGG-3 KHATAT et al.,
An2-R rRNA 5-CATTTCTAGTGGCTATCCC-3’ 2017
B. canis hsp70-F 5'-GTCATCACTGTGCCTGCGTACT-3 PELEG et al.,
vogelit hsp70-R Hsp70 5'- CATGACGTTGAGACCGGCAAT-3’ 2010
E. canist Dsb-321 5- DOYLE et al.,
dsb TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGA 2005
Dsb-671 AACA-3’
5‘_
GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCC
TA-3°
Hepatozoon HEP2 5- ALMEIDA et al.,
spp.2 144-169 18S GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 2012
HEP 2 rRNA -3
743-718 5-
ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-
3
Mycoplasma Hf-F 5-GTGCTACAATGGGGAACACA- 3’ TASKER et al.,
spp.t Hf-R 5°- TCCTATCCGAACTGAGACGAA - 3° 2003
R. vitaliit Rv751- 5- GCG TAT CCC GAA GAT TCA AA- SOARES, 2014
770 hsp 70 3
Rv930-
911 5- AGT GAA AGC GGT GCA ACATC-
3
R. rickettsiit Citrato CS5 5 LABRUNA, 2004
sintase GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGA
CS6 T3

5AGGGTCTTCGTGCATTTCTT3
1 PCR em tempo real; 2 PCR convencional.




35

4.6 Célculo Estatistico

Os resultados foram analisados através do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 1985), sendo anteriormente verificada a
normalidade dos residuos pelo Teste de SHAPIRO-WILK (PROC UNIVARIATE). Os
dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o método dos quadrados
minimos empregando-se o procedimento PROC GLM do programa computacional
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2001) onde foi avaliado o efeito dos
resultados da pesquisa molecular de hemoparasitos, sobre os valores de leucécitos,
plaquetas e hematocrito, além da presenca de hipertermia, perda de peso, hematuria,
ictericia, hemorragias, apatia, mucosas hipocoradas, linfadenopatias, sinais
gastrointestinais, neuroldgicos, locomotores, respiratorios, desidratacao, epistaxe e
otibo. Foi adotado um nivel de significancia de 5% para todos os testes realizados e
na andlise de variancia, quando observou efeito significativo, foi realizado comparacao

das médias pelo teste de Tukey.

5 RESULTADOS

5.1 Amostras

Foram selecionadas 115 amostras de sangue total de cées atendidos no
hospital veterinario, sendo 58 machos e 57 fémeas. As idades dos individuos variaram

entre 9 meses e 18 anos.
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5.2 PCR em tempo real e PCR convencional

Quarenta e trés amostras (37,39%) foram positivas na PCR para pelo menos
um agente patogénico. Destas, 28 foram positivas para um unico agente: 13 para
Hepatozoon spp.; 7 para Ehrlichia canis; 7 para Babesia canis vogeli e 1 para
Anaplasma platys. As outras 15 amostras tiveram material genético de mais de um
hemoparasito detectado: 9 de Babesia canis vogeli com Hepatozoon spp.; 2 de
Ehrlichia canis com Hepatozoon spp; 2 de B. canis vogeli com Hepatozoon spp. e R.
vitalii; e mais 2 casos de coinfec¢cfes distintas — A. platys associada com B. canis
vogeli, E. canis e Mycoplasma spp.; B. canis vogeli com Hepatozoon spp. e
Mycoplasma spp.. Nenhuma amostra foi positiva para Rickettsia rickettsii (Tabela 2).
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Tabela 2 - Frequénciade infecgdes por hemoparasitos em amostras de sangue de caes
com trombocitopenia da Zona Norte de S&o Paulo detectadas por PCR em tempo real e

convencional.

PATOGENO CAES (N=115)
Anaplasma platys! (Infeccdo Unica) 1(0,86%)
Ehrlichia canis? (Infecgdo Unica) 7 (6,08%)
Babesia canis vogelit (Infec¢éo Unica) 7(6,08%)

Hepatozoon spp.2 (Infec¢do Unica)

13 (11,30%)

Mycoplasma spp.t (Infeccéo Unica) 0
Rangelia vitalii* (Infeccao Unica) 0
Rickettsia rickettsiit (Infec¢éo Unica) 0
B. canis vogeli 1+ Hepatozoon spp.2 9 (7,82%)
E. canist + Hepatozoon spp.2 2 (1,62%)
A. platyst + B. canis vogelit + E. canis? + 1(0,86%)
Hepatozoon spp. 2
B. canis vogeli* + Hepatozoon spp.2 + 1 (0,86%)
Mycoplasma spp.!
B. canis vogelit + Hepatozoon spp.2 + R. vitaliit 2 (1,62%)

Total de caes infectados

43 (37,3913%)

1PCR em tempo real; 2 PCR convencional.

5.3 Manifestacdes clinicas

Através da analise da ficha clinica dos 115 cées, foram registradas

manifestagbes clinicas diversas como sinais gastrointestinais (47,82%), apatia
(38,26%), mucosas hipocoradas (17,39%), hipertermia (16,52%), perda de peso

(13,91%), sinais neuroldgicos (13,15%), hematuria (12,17%), alteracdes locomotoras
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(10,43%), respiratérias (9,56%), desidratacdo (8,69%), linfadenopatias (4,34%),
hemorragias (3,47%), ictericia (2,6%), epistaxe (0,86%) e 6bito (10,43%).

As 72 amostras negativas na PCR corresponderam a pacientes que
apresentaram sinais gastrointestinais (40,28%); apatia (27,78%); mucosas
hipocoradas (18,06%); hipertermia e sinais neuroldgicos (12,5%); sinais locomotores
e Obito (8,33%); sinais respiratérios e perda de peso (6,94%); hematuria (5,56%);
desidratacéo e linfadenopatias (2,78%); ictericia e hemorragias (1,39%).

O animal que apresentou resultado positivo ha PCR para A. platys (infeccao
Unica) apresentou hipertermia, sinais respiratorios, desidratacdo e acabou evoluindo

para oObito (Tabelas 3 e 4).

Dos 7 animais positivos para B. canis vogeli, manifestacdes gastrointestinais e
desidratacdo foram observados em 42,86% das amostras; apatia, perda de peso,
hematuria e sinais neurolégicos foram registrados com uma frequéncia de 28,57%,
enquanto linfadenopatia, hipertermia, mucosas hipocoradas, sinais respiratérios e

Obito foram observados com 14,29% de ocorréncia (Tabelas 3 e 4).

Os pacientes positivos para E. canis apresentaram apatia (71,43%); perda de
peso (57,14%); sinais gastrointestinais, neuroldgicos e hematuria (42,86%); sinais
respiratorios, locomotores, hemorragias, mucosas hipocoradas, desidratacdo e
hipertermia (14,29%) (Tabelas 3 e 4).

Nos casos de infec¢cdo Unica por Hepatozoon spp. foram observados sinais
gastrointestinais (76,92%); apatia (61,54%); desidratacdo, mucosas hipocoradas e
Obito (23,08%); hematuria e perda de peso (15,38%); hipertermia (7,69%);

hemorragias e sinais respiratérios (7,6%) (Tabelas 3 e 4).

As coinfeccbes por B. canis vogeli e Hepatozoon spp. registraram sinais
gastrointestinais (77,78%); apatia (66,67%); hipertermia (44,44%); sinais respiratorios,
perda de peso, hematuria, sinais locomotores e 0bito (22,22%); mucosas hipocoradas,
manifestacdes neuroldgicas, ictericia e desidratacdo (11,11%) (Tabelas 3 e 4).

Os dois pacientes correspondentes as amostras positivas para infeccdes

mistas por E. canis e Hepatozoon spp. estavam apaticos e com hipocoloracdo das
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mucosas. Além disso, um deles apresentou ictericia, hemorragias, sinais

gastrointestinais, linfadenopatia e sinais locomotores (Tabelas 3 e 4).

A coinfeccéo por A. platys, B. canis vogeli, E. canis e Hepatozoon spp. ocorreu
em um paciente que apresentava hipertermia, apatia e sintomatologia locomotora. O
animal positivo para B. canis vogeli, Hepatozoon spp. e Mycoplasma spp. foi atendido
com sinais gastrointestinais e hipertermia, enquanto a infecgcdo mista por B. canis
vogeli, Hepatozoon spp. e R. vitalii foi registrada em 2 animais com sintomatologia
locomotora, respiratéria, gastrointestinal, hematuria, linfadenopatia, hipertermia,
perda de peso e epistaxe (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 — Manifestacdes clinicas de caes com trombocitopenia, da Zona norte de Sao
Paulo, positivos para hemoparasitos na PCR em tempo real e convencional.

DIAGNOSTICO MOLECULAR MANIFESTACOES CLINICAS
A. platys! (Infeccéo Unica) Hipertermia, sinais respiratorios, desidratagdo, ébito
B. canis vogelti (Infeccdo Unica) Sinais gastrointestinais, perda de peso, apatia,

desidratacdo, hematdria, sinais neurolégicos, mucosas
hipocoradas, linfadenopatia
E. canis! (Infec¢do Unica) Apatia, perda de peso, hematuria, hemorragias,
mucosas hipocoradas, desidratacéo, hipertermia, sinais
gastrointestinais, neurol6gicos, respiratorios e

locomotores
Hepatozzon spp.2 (Infecgéo Apatia, desidratacao, hipertermia, hematuria, perda de
Unica) peso, hemorragias, mucosas hipocoradas, sinais

gastrointestinais, respiratorio, 6bito
B. canis vogelit + Hepatozzon  Apatia, hipertermia, perda de peso, hematuria, ictericia,
spp.2 mucosas hipocoradas, desidratacdo, sinais
gastrointestinais, respiratorios, locomotores,
neurolégicos, 6bito

E. canis! + Hepatozzon spp.2 Apatia, hemorragias, ictericia, mucosas hipocoradas,
linfadenopatia, sinais gastrointestinais e locomotores
A.platys! + B. canis vogelit + E. Apatia, hipertermia, sinais locomotores
canis! + Hepatozoon spp.?
B. canis vogelit + Hepatozoon Hipertermia, sinais gastrointestinais

spp.2 + Mycoplasma spp.*
B. canis vogeli* + Hepatozzon Hipertermia, perda de peso, hematuria, linfadenopatia,
spp.2 + R. vitaliit epistaxe, sinais locomotores, gastrointestinais e
respiratérios

1PCR em tempo real; 2 PCR convencional.
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5.4 Resultados hematoldgicos

5.4.1 Hematocrito

Para interpretacdo dos hemogramas, os resultados hematolégicos foram
comparados com os valores de referéncia (MEINKOTH e CLINKENBEARD, 2000). O
hematocrito foi considerado normal entre 37 e 55%, sendo valores inferiores
interpretados como anemia. A anemia foi classificada como leve (30-37%), moderada

(20-29%), severa (13-19%) e muito severa (menor que 13%).

Das 115 amostras analisadas, 33 apresentaram anemia (29,20%), sendo 12
(10,61%) classificadas como leves; 16 (14,15%) moderadas; 3 (2,65%) severas e 2
(1,76%) muito severas. A média de hematdécrito dos pacientes negativos na PCR foi
de 44,306%.

O paciente positivo na PCR para A. platys apresentou hematdcrito de 42%. Os
valores dos positivos para B. canis vogeli variaram entre 27 e 56%, com uma média
de 43,42%. O menor valor entre 0s animais positivos para E. canis foi de 31% e o
maior de 52%, com uma média de 42,42%. E entre os casos de coinfec¢do de E. canis
com Hepatozoon spp., 0s hematdcritos variaram entre 25 e 39%, com média de 32%

(anemia leve).

Entre as amostras positivas para Hepatozoon spp. registrou-se um valor
minimo de 14% e maximo de 56%, com um valor médio de 34,69% (anemia leve). Ja
nas coinfecgdes por B. canis vogeli e Hepatozoon spp. o menor valor de hematdcrito

foi 23% e o maior 58%, sendo 47,33% a média.

O animal com infeccdo mista por A. platys, B. canis vogeli, E. canis e
Hepatozoon spp. apresentou hematoécrito de 44%. Na coinfeccéo por B. canis vogeli,

Hepatozoon spp. e Mycoplasma spp. registrou-se 55%, enquanto que entre 0s
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hemogramas dos pacientes coinfectados por B. canis vogeli, Hepatozoon spp. e R.

vitalii observou-se hematdcrito meédio de 32,5% (anemia leve).

Os valores médios de hematdcrito, mediana e desvio padrdo estédo

demonstrados nas tabelas 4.

5.4.2 Leucdcitos totais

O valor de leucdcitos totais considerado normal foi de 6000 a 17000 células/ul
de sangue (MEINKOTH e CLINCKENBEARD, 2000). O valor minimo registrado entre
as 115 amostras foi de 3400/ul e 0 mais alto de 83500/ul. Onze (9,64%) apresentaram
leucopenia, enquanto que em 31 amostras (27,43%) observou-se leucocitose. A

média do numero total de leucdcitos dos pacientes negativos da PCR foi de 24301/ul.

O valor total de leucdcitos do paciente positivo para A. platys foi de 12300/ul de
sangue. As amostras positivas para B. canis vogeli registraram valores entre 5800 e
35200/ul, com uma média de 7800/ul. Ja os pacientes com PCR positiva para E. canis
demonstraram valor minimo de 4000 e maximo de 35200ul, com 15778/ul como valor

médio.

O numero total de leucocitos dos animais infectados por Hepatozoon spp.
variou entre 8100 e 83800/ul, com valor médio de 24301/ul de sangue. Ja nas
coinfecgbes por B. canis vogeli e Hepatozoon spp. 0 menor valor de leucdcitos totais
foi 9800/ul e o maior 21100/ul, sendo 15778/ul a média, enquanto que nas amostras
coinfectadas por E. canis e Hepatozoon spp. registrou-se valor médio de 36450/ul.

O animal com infeccdo mista por A. platys, B. canis vogeli, E. canis e
Hepatozoon spp. apresentou valor total de leucdcitos de 12600/ul. Na coinfecg¢ao por
B. canis vogeli, Hepatozoon spp. e Mycoplasma spp. registrou-se 11300/ul, enquanto
gue nos leucogramas dos pacientes coinfectados por B. canis vogeli, Hepatozoon spp.

e R. vitalii observou-se valor médio de 18150/ul de sangue.
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Os valores médios de leucocitos totais assim como as medianas e valores de

desvio padréao estdo demonstrados nas tabela 4.

5.4.3 Numero total de plaquetas

O menor numero total de plaquetas entre as 115 amostras trombocitopénicas
do estudo foi de 24 mil/ul e o maior de 199999/ul. O valor médio das amostras
negativas no PCR foi de 143507/pl.

O numero total de plaquetas do paciente positivo para A. platys foi de 60 mil/ul
de sangue. As amostras positivas para B. canis vogeli registraram valores entre 27000
e 198000/ul, com uma média de 84429/ul. Ja os pacientes com PCR positiva para E.
canis demonstraram valor minimo de 24000 e maximo de 180000/ul, com 117571/pl

como valor médio.

Os valores dos animais infectados por Hepatozoon spp. variaram entre 40000
e 194000/ul, com valor médio de 125385/ul de sangue. Ja nas coinfecgdes por B.
canis vogeli e Hepatozoon spp. o menor valor total de plaquetas foi 52000/ul € 0 maior
176000/pl, sendo 124000/ul a média, enquanto que nas amostras coinfectadas por E.

canis com Hepatozoon spp. registraram valor médio de 136000/pl.

O animal com infeccdo mista por A. platys, B. canis vogeli, E. canis e
Hepatozoon spp. apresentou valor total de plaquetas de 67000/ul. Na coinfecgcéo por
B. canis vogeli, Hepatozoon spp. e Mycoplasma spp. registrou-se 118000/ul, enquanto
gue nos hemogramas dos pacientes coinfectados por B. canis vogeli, Hepatozoon
spp. e R. vitalii observou-se valor médio de 80000 plaquetas/ul de sangue.

Os valores médios de plaquetas assim como as medianas e valores de desvio

de padrdo estdo demonstrados nas tabela 4.
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5.4.4 Anélises Estatisticas

A partir das analises estatisticas dos parametros analisados apresentados na
tabela 4, pode-se verificar que, de fato, ha uma diferenca entre os valores de
hipertermia, com um valor de p igual a 0,0016; de ictericia, com um valor de p igual a
0,0023; de linfadenopatias, com um valor de p igual a 0,0009; de sinais locomotores,
com um valor de p igual a 0,0058; de epistaxe, com um valor de p < 0,0001 entre as
amostras pesquisadas.

Com relacdo aos valores dos outros parametros de hemograma e
sintomatologia clinica, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os animais

pesquisados.
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6 DISCUSSAO

As doencas transmitidas por carrapatos representam parcela importante da
clinica médica humana e veterinaria do mundo todo, com um ciclo envolvendo
vertebrados e invertebrados interagindo em biomas em constantes mudancas
(DANTAS-TORRES, 2008). A cidade de Sao Paulo é caracterizada por variacées do
clima tropical, com presenca de fragmentos de Mata Atlantica, inclusive na Zona Norte
(SAO PAULO, 2010; 2017), origem das amostras dos pacientes do presente estudo.
Apesar deste bioma possuir condi¢des climéticas propicias para o desenvolvimento
de carrapatos do género Amblyomma spp. (PINTER et al., 2004, SCINACHI et al.,
2017) apenas duas amostras (1,62%) foram positivas para R. vitalii (coinfeccdo) e

nenhuma apresentou material genético de R. rickettsii.

Das 115 amostras analisadas, 43 (37,39%) foram positivas para ao menos um
patdgeno. Na ultima década, pesquisas moleculares em locais distintos do Brasil
relataram dados diferentes: Na cidade de Recife, A. platys, E. canis, B. canis vogeli,
Hepatozoon spp. e M. haemocanis, registraram frequéncia de amostras positivas de
69,26% (N=205) (RAMOS et al., 2010). No estado de Minas Gerais, a analise
molecular para E. canis, A. platys, Leishmania infantum/chagasi e Babesia spp.,
demonstrou uma frequéncia de 55,9% de positivos em um numero de 93 caes
(VALENTE, 2014). No Maranh&o, houve baixa frequéncia de positivos para B. vogeli,
E. canis e Rickettsia spp. (3,7%) na PCR de 322 amostras (COSTA et al., 2015). Ja
na cidade de Passo Fundo/RS a frequéncia de infec¢des foi de 17,3% em pesquisa
molecular de R. vitalii, B. vogeli, Hepatozoon spp., Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.
realizada com amostras de sangue de 110 caes (MALHEIROS et al., 2016) e de 6,8%
em outro estudo realizado com 58 cées e pesquisa de R. vitalii, Babesia spp. e
Ehrlichia spp. (GOTTLIEB et al., 2016).

A PCR detectou DNA de Hepatozoon spp. (11,3%), B. canis vogeli (6,08%), E.
canis (6,08%), A. platys (0,86%) e coinfec¢bes envolvendo, além desses patdgenos,
Mycoplasma spp. Todos estdo relacionados com o carrapato R. sanguineus, o qual,

com habitos nidicolas e domicilios urbanos como habitat (LABRUNA, 2004), encontra
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na grande area urbana da regido metropolitana de Sdo Paulo e, no grande niumero de
cdes domeésticos, condicbes ideias para sua manutencdo e transmissao dos

patégenos.

De acordo com Otranto et al. (2009), a presenca de infeccdes mistas de
hemoparasitos séo frequentes em areas endémicas e podem estar relacionada com
a possibilidade de um vetor ser o responsavel pela transmissao de mais de um agente.
No presente estudo, 14 das 115 amostras (12,17%) apresentaram 2, 3 ou 4 agentes
em coinfeccdes. Valente (2014) relatou uma taxa de 36,5% de coinfec¢cdes em seu
estudo, enquanto Ramos e colaboradores (2010) registraram 23,9% das amostras
com material genético de mais de um hemoparasito (VALENTE, 2014; RAMOS et al.,
2010).

Em relacdo as anormalidades leucocitarias, considerando-se o valor médio,
houve leucocitose entre os pacientes com PCR negativa (24301/pl) e entre as
amostras positivas para Hepatozoon spp. (21709/ul). Diminuicdo e aumento na
contagem de leucdcitos ja foram anteriormente descritos em tempos diferentes apos
0 inicio da infeccdo (FURLANELLO et al., 2005; LORETTI e BARROS, 2005;
FIGHERA et al.,, 2010; FRANCA et al., 2010). Contudo, ndo houve diferenca

estatistica entre os valores de leucdcitos totais (p=0,88).

Anemia secundaria a desordens intra ou extravasculares é, juntamente com a
trombocitopenia, a alteracdo laboratorial mais frequente em casos de
hemoparasitoses (PADDOCK e CHILDS, 2003; FIGHERA,2007; PAIM et al., 2012), e
a mais encontrada em infeccdes por Babesia sp. e Rangelia vitalii (FIGHERA et al.,
2010; FURLANELLO et al., 2005). No presente estudo, apesar de ocorrer anemia leve
entre 0s animais positivos para Hepatozoon spp. (Ht=34,69%), E. canis com
Hepatozoon spp. (Ht=32%) e B. canis vogeli com Hepatozoon spp. e R. vitali
(Ht=32,5%), este parametro néo foi estatisticamente importante. Diferente disso, um
estudo realizado no Rio Grande do Sul encontrou hematocrito reduzido em 48,2% de
58 céaes positivos para R. vitalii na PCR e para E. canis e Babesia spp. na sorologia
(GOLTLIEB et al., 2016).
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6.1 Infecg&o por Anaplasma platys

Apenas uma amostra (0,86%) foi positiva para Anaplasma platys como infecgéo
Unica. A porcentagem de infectados por esse hemoparasito foi maior (4,5%) em
pesquisa molecular e avaliacdo de alteragbes oculares realizada em 200 cées de
Goiania/GO, porém todas o0s positivos corresponderam a casos de coinfeccfes com
E. canis (COSTA, 2015). Ja no estado de Minas Gerais, 21,2% de 93 cades estavam
infectados apenas por A. platys (VALENTE, 2014). No Rio Grande do Sul, a detec¢éo
deste patdégeno é descrita em estudo de Lasta e colaboradores (2013) os quais
encontravam 14,07% de cées positivos no PCR porém, em 2016, em outro estudo de
pesquisa de hemoparasitos em cdes do mesmo estado, registrou-se frequéncia de
apenas 1% (LASTA et al., 2013; MALHEIROS et al.,2016).

Manifestacdes clinicas em cées afetados unicamente por Anaplasmose sao
raras (BREITSCHWERDT et al., 1997). No presente estudo, o cao positivo
apresentava hipertermia, sinais respiratorios e desidratagdo, além de acabar
evoluindo para o 6bito. Contudo, o paciente era portador de cardiopatia e ndo se tem
dados suficientes, como outros exames complementares, para a afirmacéo de que o

agravamento de estado de saude do paciente seja devido a hemoparasitose.

Assim como em nosso trabalho, grande parte das pesquisas publicadas
remetem a nameros pequenos de amostras positivas para A. platys. Ao contrario
disso, um trabalho realizado com 182 cdes n&o domiciliados da cidade de Pato Branco
no Parana, demonstrou uma taxa de 32,9% de caes infectados por A. platys, além de
infeccbes mistas com B. canis vogeli (3,8%) e nenhuma amostra positiva para E. canis
(RIBEIRO et al., 2017).
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6.2 Infeccdo por Babesia canis vogeli

Os resultados obtidos neste trabalho na PCR para Babesia canis vogeli foram
de 6,08% de amostras com infec¢ao Unica. A porcentagem de infectados encontrada
€ proxima a de 4,8% registrada por Silva e colaboradores (2015) em 146 cées de
hospital veterinario, divergindo de estudo realizado anteriormente pelos mesmos
autores porém com 300 cdes apresentando menor ocorréncia de sintomatologia
clinica, onde a frequéncia foi de 3,3% (SILVA et al., 2012; 2015).

Ja no estado de S&o Paulo, registrou-se taxa de infeccdo de Babesia spp. de
8% em céaes do interior (O'DWYER et al., 2009), enquanto que em Londrina/PR foi
encontrada uma frequéncia alta de infec¢éo por esse agente (37,2%) em um namero
de 282 amostras (JOJIMA et al., 2008). Outro estudo detectou 7,31% de amostras
positivas para B. canis vogeli em caes de Pernambuco (RAMOS et al., 2010) e, na
regido sudoeste do Parana, em pesquisa realizada com 182 caes nao domiciliados,
10,9% foram positivos para este patégeno. No mesmo estado, em Guarapuava,
apenas um céo foi positivo para B. vogeli (1,33%) (MONGRUEL et al., 2018).

No presente estudo ocorreram casos de coinfec¢éo de B. canis vogeli (11,16%)
com: Hepatozoon spp. (7,82%); Mycoplasma spp e Hepatozoon spp. (0,86%); A.
platys, E. canis e Hepatozoon spp. (0,86%); e Hepatozoon spp. e R. vitalii (1,62%).
No Parand, registrou-se 3,8% de coinfeccdo deste hemoparasito com A. platys
(MONGRUEL et al.,2018), enquanto que no Recife, foram encontradas coinfec¢des
de B. canis vogeli com A. platys (7,31%); E. canis (38,04%); A. platys e E. canis
(0,48%).

As manifestacdes clinicas observadas nos pacientes positivos para B. canis
vogeli foram sinais gastrointestinais, perda de peso, apatia, desidratacdo, hematuria,
sinais neurolégicos, mucosas hipocoradas e linfadenopatia, sinais citados como
caracteristicos de Babesiose canina, principalmente na fase hiperaguda (VIDOTTO e
TRAPP, 2004; FURLANELLO et al., 2005; DANTASTORRES e FIGUEIREDO, 2006).
Os animais estudados por Silva e colaboradores apresentaram hipertermia, sinais

gastrointestinais, palidez de mucosas, ictericia, hematuria, desidratacdo e perda de
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peso (SILVA et al., 2015). A amostra positiva para B. canis vogeli em Guarapuava
correspondia a um paciente apenas com linfadenopatia como alteracdo clinica
(MONGRUEL et al., 2018).

A anemia normocitica normocrémica ocorre nos primeiros dias da infeccéo,
guando ha hemodlise aguda (FURLANELLO et al., 2005; LOPES et al.,, 2007,
BIRKERHEUER, 2012). Os animais positivos apenas para B. canis vogel
apresentaram valor médio de hematdcrito de 43,42%, sendo encontrada apenas
anemia leve (Ht médio de 32,5%) no grupo de coinfectados com R. vitalii e
Hepatozoon spp. Em pesquisa realizada por Jojima et al. (2008), dos cées positivos
para Babesia spp., 3,9% apresentaram anemia, leucopenia e trombocitopenia.

Outro estudo, realizado com cées diagnosticados com Babesiose através da
visualizacao de trofozoitos de Babesia sp., 70,37% dos casos apresentaram anemia.
No leucograma desses cées foi observada leucopenia em 51,85% e leucocitose em
7,41% (CANUTO et al., 2016). As alteracdes leucocitarias sdo inespecificas, podendo
o hemograma apresentar leucocitose com neutrofilia em doenca hiperaguda,
leucopenia, neutrofilia ou neutropenia, linfocitose e eosinofilia e monocitose
(VERCAMMEN et al., 1997). No presente estudo, o valor médio do numero total de
leucocitos dos cdes com infeccdo Unica por esse protozoario estava dentro dos
valores de referéncia (7800/ul), ocorrendo leucocitose na coinfeccdo com R. vitalii e

Hepatozoon spp. (18150/ul).

6.3 Infecgcao por Ehrlichia canis

A PCR em tempo real para E. canis foi positiva, como infec¢do Unica, em 7
amostras (6,14%). No Maranh&o, apenas 9 cées de 322 (2,8%) foram positivos para
esse hemoparasito (COSTA et al., 2015), valores baixos como os que Rotondano e
colaboradores encontraram em amostragem aleatéria de 719 cdes saudaveis no
estado da Paraiba (8,9%) (ROTONDANO et al., 2017), discrepando com estudo
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realizado anos antes pelos mesmos pesquisadores, porém com caes oriundos do
atendimento de um Hospital veterinério, onde a porcentagem de amostras positivas
para E. canis foi equivalente a 25% (N=100) (ROTONDANO et al., 2015).

Manifestacbes clinicas como mucosas hipocoradas, hiporexia a anorexia
(perda de peso), apatia e sinais gastrointestinais, relacionada a EMC (NEER et al.,
2002; FRANK e BREITSCHEWEDT, 1999) foram observadas em todos os animais
positivos para E. canis. A palidez de mucosas, encontrada em 14,29% dos positivos,
pode ser devido a anemia secundéria aos sangramentos espontaneos que podem
ocorrer devido a trombocitopenia (FRANK e BREITSCHEWEDT, 1999; HARRUS et
al., 1997a) e também devido a anorexia, anemia de doenca cronica e supressao das
atividades eritropoieticas (HUXSOLL et al., 1970; WANER e HARRUS, 2000).

Contudo, o valor médio de hematocrito das amostras com DNA de E. canis foi
de 42,42% - dentro dos valores normais de referéncia - assim como o numero total de
leucocitos (15778/ul), resultado diferente do encontrado por Manoel (2010), onde
grande parte dos cées apresentaram quadros de leucopenia. A leucopenia raramente
€ citada na fase aguda da doenca, sendo observada frequentemente em estagios
terminais (HASEGAWA, 2005).

Hemorragias espontaneas foram observadas em 14,29% dos cées infectados
por E. canis, essa alteracdo pode ocorrer devido a intensa vasculite e distlrbios na
hemostasia primaria (HARRUS et al.,, 1997b), sendo observada em 19,6% das
amostras em estudo realizado, também na cidade de S&o Paulo, com 82 caes
diagnosticados por PCR (MANOEL, 2010).

O hemoparasito Ehrlichia canis foi detectado em coinfec¢gées com Hepatozoon
spp. (1,62%) e, A. platys, B. canis vogeli e Hepatozoon spp. (0,86%). Valente (2014)
registrou coinfecgcbes com A. platys (47,4%), além de L. infantum/chagasi (10,5%),
Babesia spp. (10,4%) e diferentes associacfes entre os 3 patégenos (VALENTE,
2014). Entre outras infec¢Oes mistas, foi encontrada infecgao por E. canis associada
a Hepatozoon canis e A. platys em 1 amostra entre 205 (0,48%) pesquisadas em
Recife (RAMOS et al., 2010). Coinfec¢bes entre A. platys e E. canis também foram
reportadas em Ribeirdo Preto/SP (SANTOS et al., 2009) e em Cuiabd/MT (SOUSA et
al., 2009).
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6.4 Infeccdo por Hepatozoon spp.

Treze das 115 amostras analisadas (11,3%) foram positivas unicamente para
Hepatozoon spp., porém este patdégeno foi encontrado em infec¢cdes mistas com: B.
canis vogeli (7,82%); E. canis (1,62%); A. platys, B. canis vogeli e E. canis (0,86%);
B. canis vogeli e Mycoplasma spp. (0,86%); B. canis vogeli e R. vitalii (1,62%). No Rio
Grande do Sul, a frequéncia de infeccdo por este patdgeno foi baixa (1%)
(MALHEIROS et al., 2106), dado semelhante ao encontrado no Parana, onde apenas
uma amostra (1,33%) foi encontrada infectada por Hepatozoon spp. (MONGRUEL et
al., 2018).

No estado de Minas Gerais, em um estudo realizado com diagnéstico através
da visualizacdo do patdogeno em esfregacos sanguineos, houve frequéncia de 1,6%
de amostras positivas (SILVA et al., 2014). Através do mesmo método diagndstico,
O’dwyer e colaboradores encontraram 39,2% de amostras positivas em 250 cdes da
area rural do Rio de Janeiro, sendo descritas coinfec¢cdes com E. canis e B. vogeli. Os
mesmo autores relataram 5,9% de esfregacos com inclusées compativeis com
Hepatozoon spp. em 222 caes naturalmente infectados da cidade de S&o Paulo
(O’dwyer et al., 2001; 2004).

Entre os 43 cdes que foram diagnosticados com pelo menos um patégeno
circulante neste trabalho, 28 foram positivos para Hepatozoon spp. (65%). Grande
parte dos trabalhos relata a hepatozoonose em animais procedentes de areas rurais
(O’DWYER et al., 2001; RUBINI et al.,2008; SPOLIDORIO et al.,2009). Este fato pode
ser atribuido a maior locomocé&o dos caes de areas rurais possibilitando maior contato
com outros animais e com maior numero de espécies veiculadoras do protozoario,
além da provavel infestagcdo por carrapatos do meio rural, como os do género
Amblyomma, vetores reconhecidos de Hepatozoon spp. no Brasil (FORLANO et al.,
2005).

Em estudo realizado no Rio de Janeiro, quatro tipos de carrapatos foram
encontrados parasitando os caes estudados: A. cajennense (atual A. sculptum)
(23,6%), R. sanguineus (12,4%), A. aureolatum (2,8%) e A. ovale (2%). Os autores
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sugerem uma correlacao positiva entre o A. sculptum (publicado como A. cajennense)
e este patdgeno, citando este carrapato como possivel vetor para H. canis (O'DWYER
et al., 2001). No presente trabalho ndo foram pesquisados ectoparasitas, porém as
amostras foram oriundas de cédes da Zona Norte, em regido proxima a Serra da
Cantareira, onde o ambiente de Mata Atlantica é propicio para a manutencdo de
carrapatos do género Amblyomma, fato que pode corroborar com a taxa relativamente

alta de amostras positivas para Hepatozoon spp.

Nos casos de infeccdo Unica por Hepatozoon spp. detectados em nossa
pesquisa foram observados sinais gastrointestinais, apatia, desidratacdo, mucosas
hipocoradas, hematuria, perda de peso, hipertermia, hemorragias, sinais respiratorios
e Obito. No Brasil, a espécie até entdo descrita € o H. canis (RUBINI et al., 2005;2006).
De acordo com Paludo e colaboradores (2003), poucos dados na literatura indicam
que a infeccdo por H. canis resulte em sinais clinicos detectaveis de doenca. Baneth
e colaboradores (2003) afirmam que a infeccdo com H. canis pode provocar uma
sindrome clinica caracterizada por febre, anorexia, perda de peso, anemia, descarga

ocular e fraqueza dos membros posteriores.

Em Brasilia, 36% de 22 cées de um canil diagnosticados com Hepatozoon spp.
através de esfregaco sanguineo apresentavam perda de peso, mucosas palidas e
anorexia (PALUDO, 2003). Um relato de 3 casos confirmados através do mesmo
método diagndstico, relata apatia, prostracdo, tremores musculares, anorexia, ataxia,
sinais respiratorios, hipertermia, linfadenopatia e gastroenterite hemorragica, porém
0s autores ndo descartam doengas concomitantes como Parvovirose, Cinomose,
EMC e Babesiose Canina (AGUIAR et al., 2004).

Anormalidades laboratoriais classicamente observadas na hepatozoonose
incluem anemia normocitica normocrémica (INOKUMA et al., 2002; PALUDO et al.,
2003) e leucocitose neutrofilica (GONDIM et al., 1998; GAVAZZA et al., 2003; AGUIAR
et al., 2004; VOYVODA et al., 2004). As amostras positivas apenas para Hepatozoon
spp. apresentaram valores médios de 21709 leucocitos/ul e hematécrito de 34,69%,
caracterizando leucocitose e anemia leve. Anemia leve foi observada em caes
naturalmente infectados em Brasilia, enquanto valores de leucdécitos totais

apresentaram-se dentro dos limites de referéncia (PALUDO et al., 2005). De 13 caes
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naturalmente infectados, 3 destes apresentaram anemia e 1 apresentou leucocitose
(O’'DWYER et al., 2006).

6.5 Infeccado por Mycoplasma spp.

A analise molecular para Mycoplasma spp. foi positiva para apenas uma
amostra em coinfecgdo com Hepatozoon spp. e B. canis vogeli (0,86%). A ocorréncia
também foi baixa em pesquisa de M. haemocanis em amostragem de 42 cdes na
regidao do Pantanal Mato-grossense (4,7%) (SOUZA et al., 2017) e em outro estudo
no mesmo estado com cées da area urbana (4,2%) (SOARES et al., 2016). No estado
de Pernambuco foi encontrada frequéncia de 0,49% de infec¢des por M. haemocanis
sendo associada com A. platys (RAMOS et al., 2010) e em Sao Paulo, em pesquisa
com 154 amostras, 1,9% foram positivas para M. haemocanis e 0,6% para Candidatus

Mycoplasma haematoparvum.

Em pesquisa realizada no Parana, um total de 44,7% (59/132) de amostras
foram positivas para hemoplasmas, sendo 21 positivas para M. haemocanis, 12 para
Candidatus Mycoplasma haematoparvum e 21 coinfectadas com os dois agentes
(VIEIRA et al., 2015).

O animal com PCR positivo para Mycoplasma spp. na presente pesquisa
apresentava sinais gastrointestinais e hipertermia. As manifestagcfes clinicas e a
severidade da doenca dependem de fatores como a espécie infectante e a presenca
de doencas concomitantes ou infec¢cdes. As condicdes da maioria dos estudos
(amostras de conveniéncia) nao foram capazes de inferir a distingdo entre os sinais
de doenca aguda e crénica (ROURA et al.,2010).

Valle e colaboradores encontraram 5,1% de positivos para Mycoplasma
haemocanis e 1,8% para Candidatus Mycoplasma haemominutum. Todos os caes

possuiam doengas concomitantes, principalmente neoplasicas (VALLE et al., 2014).
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Doencgas concomitantes podem predispor infeccdes por hemoplasmas devido a
imunossupressdo causada por citocinas em doencas cronicas (dos SANTOS et al.,
2008; BIONDO et al., 2009).

O valor de hematdcrito do paciente com infeccdo por Mycoplasma spp. foi de
55% e leucdcitos totais de 11300/ul. Por se tratar de um caso de coinfec¢ao, néo é
possivel relacionar os valores, porém nos caes positivos para M. haemocanis, Valle e
colaboradores ndo encontraram variagbes hematolédgicas e bioquimicas decorrentes
da infeccao (VALLE et al., 2014).

6.6 Infeccado por Rangelia vitalii

Duas amostras (1,62%) foram positivas na PCR para R. vitalli, tratando-se de
casos de infec¢cdes mistas com Hepatozoon spp. e B. canis vogeli. Na capital do
estado de Sdo Paulo ndo ha relatos de infeccdes por esse agente. Em ltupeva, no
mesmo estado, um caso foi relatado no ano de 2017 (LUCIO, 2017). No estado do
Parana, a rangeliose foi relatada em cdo de Tijucas do Sul, por diagndstico
histopatol6gico (SOUSA e LEITE, 2011). Em estudo realizado com 26 cées da regido
metropolitana de Curitiba, 3 foram positivos para R. vitali através de PCR e
sequenciamento genético (SILVA, 2017), assim como na cidade de Guarapuava, no
mesmo estado, onde 3 amostras foram positivas para o agente entre 75 estudadas
(MONGRUEL, 2018).

No Rio Grande do Sul a frequéncia de amostras positivas para R. vitalli foi de
7,5% (MALHEIROQOS, 2016) e 6,8% (GOTTLIEB et al., 2016). J& no Rio de Janeiro, um
estudo com 36 caes cita todos positivos para o agente, sendo que 24 apresentavam

manifestacdes clinicas compativeis (LEMOS et al., 2017).

No presente estudo o0s cées positivos para R. vitalli apresentaram

sintomatologia locomotora, respiratoria, gastrointestinal, hematuria, linfadenopatia,
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hipertermia, perda de peso e epistaxe, corroborando parcialmente com estudo prévios
(PESTANA, 1910a; LORETTI e BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010; SILVA et al.,
2013). O céao positivo na regido metropolitana de Curitiba apresentou apatia, anorexia,
desidratacéo, ictericia e hemorragia (SILVA, 2017). Em outro estudo a ictericia foi

observada com frequéncia em cdes com rangeliose (FIGHERA et al., 2010).

Nos caes do estudo de Passo Fundo foram relatadas depressao, febre,
anorexia, edemas e hemorragias espontaneas (GOTTLIEB et al., 2016), assim como
dos casos do Rio de Janeiro, onde ocorreram febre e sangramentos (LEMOS et al.,
2017). A hemorragia pode ocorrer devido a um déficit na hemostasia primaria, que
esta associada a trombocitopenia e/ou a vasculopatia (PAIM et al., 2012). A diatese
hemorragica (hemorragias) na rangeliose € comumente descrita em casos de infec¢éo
natural e experimental (LORETTI e BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010; FRANCA
et al., 2010; PAIM et al., 2012). Os caes deste estudo ndo apresentaram hemorragias
em extremidades, mas um dos casos teve ocorréncia de epistaxe por varios dias

consecutivos, além de hematuria e gastroenterite hemorragica.

Os achados hematolégicos mais comuns em Rangeliose sdo a anemia e
trombocitopenia (FIGHERA et al., 2010; PAIM et al., 2012b). No presente estudo, a
média de hematocrito dos cées positivos foi de 32,4%, porém em um primeiro
hemograma um dos cédes estava com 10% e, o segundo céo positivo ja havia sido
tratado com Doxiciclina e Cloridrato de Imidocarb. O cédo positivo em Guarapuava
também demonstrava anemia no hemograma (MONGRUEL, 2018) assim como 0s
positivos no Rio de Janeiro (LEMOS et al., 2017). A anemia da doenca inflamatoria
esta associada a varias doengas cronicas, incluindo doencas infecciosas e €
caracterizada pela diminuicdo da meia vida dos eritrocitos, inibicdo do metabolismo
do ferro e da eritropoiese na medula 6ssea (FRY, 2010). Esse achado também pode
ser relacionado a depressdo imunomediada da medula 6ssea, onde ocorre uma

producéo especifica de anticorpos anti-eritrocitarios (FREDO et al., 2017).

No leucograma dos caes positivos neste estudo verificou-se leucocitose
(18150/ul). Essa alteracdo no leucograma esta associada a presenca de inflamacao
(SCHULTZE, 2010). Na rangeliose o estimulo prolongado e acentuado da medula

0ssea ocorre pela presenca do protozoério (FRANCA et al., 2010). O desvio nuclear
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de neutréfilos & esquerda também foi descrito em estudos recentes com caes
infectados (FREDO et al., 2017; SILVA et al., 2017).

6.7Infeccao por Rickettsia rickettsii

Apesar da proximidade do local da pesquisa com regifes de fragmentos de
Mata Atlantica, ambiente propicio para o desenvolvimento dos vetores do género
Amblyomma (PINTER et al., 2004; SCINACHI et al., 2017), nenhuma amostra foi
positiva para R. rickettsii no presente estudo. Até o momento, existe apenas um relato
de pesquisa molecular de R. rickettsii em caes no Brasil (LABRUNA et al., 2009).

A pesquisa molecular a cerca do género Rickettsia tem ocorrido através de
ectoparasitas em diferentes partes do pais. No Mato Grosso do Sul, em uma pesquisa
realizada com 2015 carrapatos apenas 1 (R. sanguineus) foi positivo para R. rickettsii
(ALMEIDA et al., 2013). Em Sé&o Paulo, 1,3% dos carrapatos identificados como R.
sanguineus foram positivos para esse agente na PCR (MORAES-FILHO et al., 2009).
Ja em Juiz de Fora/MG, onde dois casos fatais de FMB foram relatadas entre 2007 e
2008, a PCR foi positiva em 13,1% dos R. sanguineus coletados de caes (PACHECO
et al.,, 2011). Um carrapato dessa mesma espécie foi encontrado infectado por R.
rickettsii em uma regido de fragmentacao da Mata Atlantica no Ceara (SILVA et al.,
2017).

Além de relatos em carrapatos R. sanguineus, outras espécies também foram
relatadas infectadas no Brasil. Na regido da Lagoa da Pampulha, &rea endémica para
FMB, um carrapato da espécie A. sculptum foi encontrado infectado por R. rickettsii
(LABRUNA et al., 2016). J4 em pesquisa realizada com cées, cavalos e carrapatos
em regido de Mata Atlantica na Bahia, nenhum carrapato foi positivo para R. rickettsii,

sendo encontrado um ectoparasita da espécie A. ovale infectado por R. parkeri.

Pinter e Labruna (2006) em pesquisa realizada com 669 exemplares de A.
aureolatum, em uma area endémica para FMB, no municipio de Taiacupeba-SP,
detectaram a presenca de R. rickettsii em 6 espécies amostrados, demonstrando uma

taxa de infeccdo de 0,89%, semelhante a taxa que encontrada por Carvalho (2017)
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em Itu de 0,74% dos carrapatos positivos para Rickettsia do grupo do FMB (PINTER
E LABRUNA, 2006; CARVALHO, 2017).

7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a presenca de A. platys, B. canis vogeli, E. canis,
Hepatozoon spp., Mycoplasma spp. e R. vitalli em cées da Zona Norte da cidade de
Sdo Paulo/SP através de pesquisa molecular, além da descricdo de alteracbes
clinicas e laboratoriais apresentadas pelos animais estudados. Esses patdgenos tem
sido detectados em outras regibes do pais, porém este € o primeiro relato da
ocorréncia de Rangelia vitali na Zona Norte de S&o Paulo, destacando-se a
importancia de se incluir este agente no diagnéstico diferencial de cdes com sinais
clinicos e anormalidades hematoldgicas sugestivas de hemoparasitoses, assim como

aumentar a vigilancia dos médicos veterinarios quanto a quadros de infec¢des mistas.
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