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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram comparar a eficacia do tratamento isolado
com doxiciclina e da combinag¢ao do dipropionato de imidocarb com doxiciclina em
cées naturalmente infectados por E. canis, verificando se ha vantagens ou ndo no
tratamento combinado; certificar a necessidade de tratamento em caes
assintomaticos e ainda acompanhar a evolugao clinico-hematoldgica dos animais
durante os tratamentos isolado e combinado. Quinze caes diagnosticados para E.
canis por meio de observagédo de morulas em células de esfregago sanguineo foram
distribuidos em trés grupos, sem tratamento (C), tratamento com doxiciclina 10
mg/kg via oral uma vez ao dia por 28 dias (D) e doxiciclina combinada ao
dipropionato de imidocarb (I), em duas injecbes de 5 mg/kg subcutanea com
intervalo de 14 dias. Foram realizados exames fisico e hematologico semanalmente.
A nested PCR para E. canis foi realizada antes e apds o tratamento. Verificou-se que
os tratamentos foram eficientes, resolveram os sinais clinicos em poucos dias e
promoveram a recuperagdo hematolégica em cerca de 70% dos cées. No entanto,
nao foi observada diferengca entre os tratamentos. A eliminagdo de E. canis foi

observada por nested PCR de sangue total em 70% dos cées tratados.

Palavras-chave: Doxiciclina - Dipropionato de imidocarb - Ehrlichia canis - PCR -

Caes.



ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate the efficacy of doxycycline alone and
of the combination of imidocarb dipropionate with doxycycline in the treatment of
dogs naturally infected with E. canis; to analyse if there are advantages in using the
association of imidocarb dipropionate and doxycycline in the treatment of E. canis
infection; to reassure the need of treatment in assymptomatic infected dogs and also
to observe the clinical and hematological recovery of the animals during both
treatment protocols. Fifteen dogs suspected of E. canis infection were diagnosed
through direct visualization of morulae in blood smear cells. They were divided in
three groups: (C) without treatment; (D) treated with doxycycline 10 mg/kg orally
once a day for 28 days and (l), with doxycycline associated with imidocarb
dipropionate, in two subcutaneously injections of 5 mg/kg 14 days apart. The animals
were submitted to physical and hematologic exams weekly. Nested PCR to detect E.
canis were performed before and after treatment. We could assume that both
treatments were effective and lead to the resolution of clinical signs in a few days and
also promoted the hematological recovery in 70% of the dogs. There were no
differences between treatments. The elimination of E. canis could be suggested by

whole blood nested PCR in 70% of the treated dogs.

Key-words: Doxycycline - Imidocarb Dipropionate - Ehrlichia canis - PCR -Dogs.



1 INTRODUGAO

Ehrlichia canis € uma bactéria gram-negativa intracelular obrigatoria,
pertencente a familia Anaplasmataceae e a ordem Rickettsiales, responsavel pela
erlichiose monocitica canina (DUMLER et al., 2001). Ela foi primeiramente descrita
na Argélia (DONATIEN & LESTOQUARD, 1935), mas somente ganhou destaque
durante a Guerra do Vietna, quando produziu grandes perdas entre os caes militares

(HUXSOLL et al., 1970).

Historicamente, a erlichiose canina ja recebeu varios nomes, tais como:
pancitopenia tropical canina (HUXSOLL et al., 1970), riquetsiose canina, tifo canino,
sindrome hemorragica idiopatica, febre hemorragica canina, moléstia do cao
rastreador (GREENE & HARVEY, 1990) e atualmente € denominada erlichiose

monocitica canina (HARRUS et al., 1998a; HARRUS et al., 1998b).

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Atualmente, a enfermidade € descrita mundialmente, mas os casos
concentram-se nas areas tropicais e subtropicais devido a distribuicdo geografica de
seu vetor, Rhipicephalus sanguineus, chamado popularmente de carrapato vermelho

ou carrapato marrom do cao (HARRUS et al., 1997; COHN, 2003).

No Brasil, a erlichiose monocitica canina foi diagnosticada pela primeira vez
em 1973, na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais (COSTA et al., 1973), sendo
este também o primeiro caso diagnosticado na América do Sul. Hoje em dia, s&o
relatados casos por todo o territorio nacional. Em Mato Grosso do Sul, a

soroprevaléncia foi estimada em 35,7% (LABARTHE et al., 2003).



Além de vetor, R. sanguineus & considerado reservatorio primario de E.
canis (EWING, 1969; GROVES et al., 1975) por ser capaz de transmitir a bactéria
por cerca de 155 dias em qualquer estagio de desenvolvimento (GREENE &
HARVEY, 1990). O contagio ocorre com a ingestdo de leucocitos infectados
principalmente durante a fase aguda da doenga no c&o. Entre os carrapatos ocorre a
transmissao transestadial, porém nao ocorre a transmisséo transovariana (GROVES
et al., 1975). Do carrapato para o cado, a infecgdo ocorre durante o repasto
sanguineo; no entanto, os caes também podem se infectar por meio de transfus&o

sanguinea (EWING, 1969; REINE, 2004).

Algumas observagdes sugeriram infecgao também em humanos, no entanto
hoje se sabe que as infecgdes em humanos sao causadas por E. chaffeensis, que
também tem tropismo por células mononucleares e €& geneticamente muito
semelhante a E. canis, por isso apresenta morulas semelhantes e reagao cruzada de
anticorpos (DAWSON et al., 1991). Os principais animais acometidos por E. canis
s&o os membros da familia Canidae, que inclui cées, lobos e chacais (RIKIHISA,

2006).

1.2 PATOGENESE

Com infeccdes experimentais foi possivel observar que o periodo de
incubacgéao da erlichiose varia de oito a vinte dias e podem ser distintas trés fases da
doenga: aguda, subclinica e crénica (GREENE & HARVEY, 1990; HARRUS et al.,

1997).

Durante a fase aguda, a bactéria invade as células mononucleares teciduais,

multiplica-se e produz hiperplasia linforreticular no bago, figado e linfonodos. As



células infectadas sdo transportadas pela corrente sanguinea para pulmbes, rins e
meninges, aderindo-se ao endotélio vascular e produzindo vasculite e infecgdo do
tecido subendotelial (GREENE & HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997). Também
invade células mononucleares circulantes formando corpusculos iniciais, corpos
elementares e entdo moérulas (EWING, 1969; KUEHN & GAUNT, 1985; ELIAS,

1991).

Na fase subclinica, geralmente surge a hiperglobulinemia, nem sempre
relacionada a eliminagcdo de E. canis (GREENE & HARVEY, 1990). Testes de
imunizagado em caes utilizando soro antilinfocitos conseguiram desencadear uma alta
producdo de anticorpos, mas ndao houve mudangas no curso da enfermidade. Os
resultados dos testes indicaram que a resposta humoral parece eficiente apenas na
eliminagdo de espécies extracelulares de Ehrlichia, enquanto a destruicdo das

intracelulares depende da resposta imune celular (NYNDO et al., 1980).

Assim, caes imunocompetentes podem eliminar a bactéria e ndo entrar na
fase crénica, enquanto aqueles sem resposta imune efetiva permanecem doentes e
podem apresentar processos imunomediados (GREENE & HARVEY, 1990). Alguns
caes podem se manter infectados por longos periodos, inclusive por anos (HARRUS

et al., 1998a).

A fase cronica € caracterizada pela pancitopenia decorrente do
comprometimento da medula &ssea, que pode ser causado por mecanismos
imunomediados, infec¢do no interior da medula déssea ou exaustdo devido a

destruicdo continua de plaquetas (GREENE & HARVEY, 1990).

A recente caracterizacdo molecular de E. canis identificou uma deficiéncia
de componentes estruturais, tais como peptideoglicanos e lipopolissacarideos. A

falta desses componentes resultou no desenvolvimento de uma complexa estrutura



de proteinas de membrana. Essas proteinas tém papel potencial nas estratégias
adaptativas de evasao imune do microrganismo e nas interagdes entre o patdgeno e
a célula hospedeira. Foi identificado um set de proteinas imunorreativas que inclui
glicoproteinas importantes para a resposta imune e uma familia de proteinas de
membrana. Em outras espécies de Ehrlichia essa familia de proteinas possui 22
genes paralogos, enquanto em E. canis sao 25 genes paralogos que podem se
expressar diferentemente no carrapato e nos hospedeiros mamiferos, facilitando a
diversidade antigénica e a imunoprote¢cdo, contribuindo para as infecgdes
persistentes (MAVROMATIS et al., 2006). Anteriormente, ja havia sido cogitada a
possibilidade de que o baco hospedasse E. canis e que ela se escondesse em

macrofagos esplénicos escapando da resposta imune (HARRUS et al., 1998a).

1.3 AsPECTOS CLIiNICOS

Diversos sinais clinicos sao associados a erlichiose monocitica canina. Estes
sinais sdo influenciados pela cepa infectante, imunidade individual, idade e raca do
céo, re-exposi¢cao ao agente, presenga de co-infecgdes e provavelmente também a
fatores ainda desconhecidos (KUEHN & GAUNT, 1985; GREENE & HARVEY, 1990;
BREITSCHWERDT et al., 1998a; COHN, 2003). Cées da raca Pastor Alemao sao

considerados mais suscetiveis (NYINDO et al., 1980; ELIAS, 1991).

Na fase aguda os sinais clinicos sdo mais aparentes, porém geralmente s&o
insuficientes ou pouco especificos para o diagnostico. Os sinais clinicos desta fase
incluem febre, depressao, anorexia, perda de peso, mucosas palidas, secregcao
oculonasal, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (GREENE & HARVEY, 1990;

HARRUS et al., 1997; COHN, 2003; CASTRO et al., 2004).



Na fase subclinica, que se inicia entre seis e nove semanas poés-infec¢gao do
agente, os sinais clinicos geralmente desaparecem ainda que sem tratamento e os
animais permanecem aparentemente saudaveis. Por isso essa fase também é
chamada assintomatica (HARRUS et al., 1997; HARRUS et al., 1998a; COHN,

2003).

Os sinais clinicos na fase crbnica podem estar ausentes ou ainda mais
exacerbados. Sinais de apatia, caquexia, tendéncia a hemorragias (sufusdes,
petéquias, epistaxe), palidez de mucosas, sensibilidade abdominal, uveite anterior,
hemorragia retiniana ou sinais de meningoencefalite sdo sugestivos (HARRUS et al.,
1997). A exacerbagdo da resposta imune nao-protetora pode levar a
glomerulonefrite e a sindrome da hiperviscosidade. Além disso, pode haver

infecgbes secundarias (COHN, 2003).

1.4 ASPECTOS LABORATORIAIS

Na fase aguda, as alteragbes Ilaboratoriais mais observadas s&o
trombocitopenia associada ao aumento do numero de macroplaquetas (SMITH et al.,
1975); anemia, regenerativa ou arregenerativa e contagens leucocitarias diversas.
Leucocitose, monocitose e presengca de morulas sao consideradas caracteristicas
desta fase (GREENE & HARVEY, 1990; HARRUS et al., 1997), apesar de a
leucopenia também ser descrita (CASTRO et al., 2004). As moérulas sdo comumente
observadas em mondcitos e linfécitos (EWING, 1969; KUEHN & GAUNT, 1985;
ELIAS, 1991), mas também podem ser vistas no interior de neutréfilos (EWING,

1969; HUXSOLL et al., 1970).



Na fase subclinica, os achados laboratoriais incluem trombocitopenia,
anemia, leucopenia variavel, hiperglobulinemia progressiva e proteinuria (HARRUS
et al.,, 1998a). A pancitopenia é o achado mais caracteristico da fase crbnica
(GREENE & HARVEY, 1990; HARRUS et al.,, 1997). Hiperglobulinemia com
gamopatia mono ou policlonal também sao caracteristicas desta fase (GREENE &

HARVEY, 1990; COHN, 2003).

A trombocitopenia é um achado frequente em qualquer uma das fases da
erlichiose e é considerado um bom indicador de infecgdo (BULLA et al., 2004). As
causas da trombocitopenia envolvem mecanismos diversos, tais como vasculite e
aumento do consumo, presenca de um fator inibidor da migragdo plaquetaria,
sequestro de plaquetas pelo baco, supressdo da medula 6ssea e trombocitopenia
imunomediada (HARRUS et al., 1997; WANER et al., 2000). Na erlichiose também
ocorre trombocitopatia, que compromete a adesdo e agregagcao plaquetarias

(HARRUS et al., 1997).

Outras alteracdes laboratoriais que podem ser observadas nas trés fases
sdo hipoalbuminemia; azotemia; elevacdo das enzimas séricas alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina sérica (FAS), proteinas C-reativas (CRP)
e alfa-1-acido-glicoproteinas (AAG); e aumento da bilirrubina total (GREENE &

HARVEY, 1990; COHN, 2003).

1.5 DIAGNOSTICO E PROGNOSTICO

A observagcdo das morulas é o unico achado laboratorial de rotina que
confirma a presenca de E. canis. No entanto, isso ocorre apenas nas duas primeiras

semanas poés-infeccdo e em menos de 1% das células infectadas; por isso, a



auséncia das morulas n&o exclui a possibilidade de infecgdo (ELIAS, 1991; MUTANI
& KAMINJOLO, 2001). Nos esfregacos realizados a partir da ponta de orelha pode
ser mais facil visualizar a mérula do que no esfregago sanguineo convencional

(EWING, 1969; ELIAS, 1991).

Além da observagdo da moérula em esfregago sanguineo, € possivel
diagnosticar a erlichiose por outros métodos. Dentre os métodos indiretos esta a
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), método sorolégico que utiliza anticorpos
fluorescentes. A IFI é bastante sensivel e especifica, mas tem a desvantagem de
apresentar resultados falso-negativos ou falso-positivos e a impossibilidade de
identificacdo da fase da doenca. Na verdade, a presencga de titulos de anticorpos

apenas significa contato prévio com o agente (IQBAL & RIKIHISA, 1994b).

Outros testes soroldgicos incluem o Western Immunoblotting (WI) e o teste
de ELISA. O WI mostrou-se mais sensivel que a IFI e seus resultados sao objetivos,
isto €, ndo sofrem interferéncia da sensibilidade visual do leitor, porém é mais
demorado, dispendioso e necessita de tecnologia mais avangada (IQBAL et al.,
1994). O teste de ELISA é tdo sensivel e especifico quanto a IFl e dispensa
equipamentos caros. No entanto, apesar da facil leitura, seus resultados indicam

apenas positivo ou negativo (LABARTHE et al., 2003).

O problema em comum dos testes soroldgicos € que eles ndo possibilitam
diferenciar a manutengao da resposta imune de uma re-exposi¢do ao agente; além
disso, sao observadas reagdes cruzadas com outras espécies de Ehrlichia

(BARTSCH & GREENE, 1996; WEN et al., 1997; MUTANI & KAMINJOLO, 2001).

Entre os métodos de diagndstico direto, incluem-se a cultura celular in vitro e
a reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Na cultura celular tradicional, os

leucocitos do individuo sédo isolados e mantidos em meio préprio com linhagem



celular especifica, onde Ehrlichia se prolifera (IQBAL & RIKIHISA, 1994a). Técnicas
recentes de cultivo celular utilizam apenas soro estéril e dispensam as linhagens
celulares especificas para o crescimento. Em ambas, é possivel localizar as mérulas
com maior facilidade, devido a sua maior quantidade, em comparagao ao esfregaco

sanguineo convencional (MUTANI & KAMINJOLO, 2001).

A cultura celular in vitro é considerada o método mais sensivel para o
diagndstico da erlichiose, pois detecta a bactéria a partir do segundo dia de infecgéo
(IQBAL et al., 1994; MUTANI & KAMINJOLO, 2001). Contudo, ainda se trata de um
método relativamente demorado, caro, exigente e que isolado nao revela a espécie

de Ehrlichia (WEN et al., 1997; MUTANI & KAMINJOLO, 2001).

Devido a essas desvantagens fez-se necessario buscar um método
diagnostico sensivel, especifico, menos complicado e que também detecte
diretamente a bactéria. Dessa necessidade surgiram as primeiras PCR para

deteccdo de E. canis (IQBAL et al., 1994; IQBAL & RIKIHISA, 1994a).

Na PCR, realiza-se o isolamento gendmico e a amplificacdo de porgdo do
DNA do patégeno que permite seu reconhecimento especifico; para isso sao
utilizados fragmentos sequenciais de DNA, chamados primers. Na nested PCR ou
PCR de dois ciclos, um par de primers reconhece o género Ehrlichia a partir da
amplificagdo de uma porgédo da sequéncia génica do 16S RNA ribossomal e outro
par diferencia a espécie, amplificando um segmento interno especifico localizado
dentro da primeira por¢gdo amplificada. Por isso, também é considerado um método
muito sensivel e especifico (IQBAL & RIKIHISA, 1994a; WEN et al., 1997). A PCR
pode ser aplicada tanto em amostras de sangue como de tecidos (IQBAL &

RIKIHISA, 1994a; HARRUS et al., 1998a).



O prognéstico na fase aguda é geralmente favoravel, pois com a
antibioticoterapia ocorre melhora clinica em cerca de um a dois dias. Na fase
subclinica, o prognostico vai de favoravel a reservado conforme a sintomatologia do
animal e sua predisposicao individual de entrar ou ndo na fase crénica. Nesta ultima,
o prognostico € desfavoravel, principalmente quando se instalou hipoplasia
arregenerativa na medula 6ssea (GREENE & HARVEY, 1990; HARRUS et al.,

1997).

1.6 TERAPEUTICA

Os derivados da tetraciclina sdo considerados o tratamento de eleicdo para
erlichiose ha muitos anos (HUXSOLL et al., 1970). Atualmente, o consenso sugere o
uso da doxiciclina na dosagem de 10 mg/kg VO uma vez ao dia durante 28 dias
(NEER et al., 2002). A doxiciclina é uma tetraciclina lipossoluvel bastante eficiente,
pois 0os animais geralmente apresentam melhora clinica dentro de trés dias (SAINZ,
1996). Ela também é a droga de eleicdo no caso de filhotes ou animais com

nefropatia (COHN, 2003).

O tratamento com dipropionato de imidocarb também se mostrou efetivo na
eliminagdo de E. canis (PRICE & DOLAN, 1980; MATTHEWMAN et al., 1994). No
entanto, estudos mais recentes nao observaram diferengas na resposta clinica
quando comparado a doxiciclina, associado a esta droga (SAINZ, 1996; SOUSA et
al., 2004) ou utilizado isoladamente (SAINZ, 1996; EDDLESTONE et al., 2006). A
dose recomendada do dipropionato de imidocarb é de 5 mg/kg SC ou IM com
intervalo de 14 dias. O pré-tratamento com atropina, 0,04 mg/kg, € recomendado a
fim de minimizar os efeitos adversos da droga (MATTHEWMAN et al., 1994; NEER

et al., 2002).



Outros antibioticos ja foram utilizados, como enrofloxacina, cloranfenicol,
penicilinas e sulfonamidas. Eles melhoraram o quadro clinico, mas ndo foram
capazes de eliminar Ehrlichia (BREITSCHWERDT et al., 1998; COHN, 2003). Certas
vezes, pode ser necessario instituir terapia de apoio com fluidos, transfusao

sanguinea, vitaminas, corticoides ou esterdides anabdlicos (COHN, 2003).

1.7 AVALIAGAO DA EFICIENCIA DO TRATAMENTO

Devido a falta de imunidade protetora e laténcia de E. canis, em muitos
animais, torna-se necessaria e recomendavel a avaliagao da eliminagao terapéutica
do agente para evitar agravamentos ou o estado de portador cronico (IQBAL &
RIKIHISA, 1994b). Existem relatos de isolamento do DNA de E. canis 34 meses
apos a inoculagado experimental e os caes encontravam-se aparentemente sadios

(HARRUS et al., 1998a).

A contagem de plaquetas é considerada um indicador seguro da
recuperagdo do animal, pois a plaquetometria geralmente se normaliza dentro de
duas a quatro semanas de tratamento (IQBAL & RIKIHISA, 1994b;
BREITSCHWERDT, 1998; HARRUS et al., 1998b). Porém, deve-se considerar a
fase da doenga e a interferéncia da droga utilizada. Animais na fase aguda
geralmente se recuperam mais rapidamente que aqueles na fase crénica (COHN,
2003), e animais tratados com dipropionato de imidocarb parecem normalizar o
numero de plaquetas mais lentamente do que os tratados apenas com doxiciclina

(SAINZ, 1996; NEER et al., 2002).

Os testes sorologicos ndo sao considerados bons indicadores, pois nao

diferenciam falha no tratamento, persisténcia da resposta imune ou re-infecgao



(BARTSCH & GREENE, 1996). Na IFIl, os anticorpos sdo detectaveis por seis a nove
meses apos o tratamento (WEN et al., 1997; HARRUS et al., 1998a; HARRUS et al.,
1998b). O teste de ELISA é ainda mais limitado por apenas indicar resultados
positivos ou negativos, visto que muitos caes apresentam resultado positivo apés
terem sido tratados (COHN, 2003; LABARTHE et al., 2003). E inclusive ensaios de
WI que detectam antigenos tém seu uso limitado devido a variabilidade antigénica
de E. canis durante as etapas da enfermidade e podem apresentar reagédo cruzada

com proteinas de E. chafeensis (RIKIHISA et al., 1994).

O cultivo celular também é considerado sensivel para avaliacéo da eficiéncia
de protocolos de tratamento (PRICE & DOLAN, 1980; WEN et al., 1997; HARRUS et
al., 1998b). O cultivo e a PCR sdo os métodos mais confiaveis para avaliagdo da
eliminagdo terapéutica de E. canis. Contudo, a ultima apresenta vantagens, pois é
mais rapida, apresenta menor custo (IQBAL & RIKIHISA, 1994a; NEER et al., 2002)
e também é bastante sensivel e especifica (BREITSCHWERDT et al., 1998; NEER

et al., 2002).

A PCR pode determinar se um antibiotico € eficiente na eliminagédo de E.
canis ao demonstrar a presencga de seu DNA antes e auséncia depois do tratamento.
Os resultados obtidos com a PCR podem ser complementados com resultados de
outros testes e também com o perfil hematolégico do animal, especialmente a
plaquetometria (WEN et al., 1997; BREITSCHWERDT et al., 1998; HARRUS et al.,

1998b; NEER et al., 2002).

A sensibilidade e a especificidade da PCR dependem dos primers utilizados.
A nested PCR para E. canis, que amplifica um fragmento do gene 16S rRNA, utiliza
dois pares de primers e é capaz de detectar 0,2 pg de DNA purificado de E. canis a

partir do quarto dia pds-inoculagdo (WEN et al., 1997). Isto significa que esta técnica



€ até cem vezes mais sensivel que os primeiros primers delineados para PCR de E.
canis e por isso tem sido amplamente empregada em experimentos que desejam

avaliar a eficiéncia da antibioticoterapia (WEN et al., 1997; HARRUS et al., 1998D).

Apesar de a validade da PCR ser questionada por ela detectar o DNA de E.
canis e nao diferenciar os organismos vivos dos mortos (COHN, 2003), seus
resultados, quando comparados aos de cultivo celular a partir de amostras de
sangue e tecidos pos-tratamento com doxiciclina foram concordantes, o que
demonstrou a efetividade e sensibilidade do método para avaliagao da eliminacao

terapéutica (IQBAL & RIKIHISA, 1994a).

1.8 PROFILAXIA

A profilaxia deve ser focada no controle efetivo dos carrapatos. Quando
animais de areas endémicas forem transportados para areas livres, estes devem ser
testados e se necessario tratados anteriormente (HUXSOLL et al., 1970). Caes
doadores de sangue deverdo passar por triagem com testes sorolégicos ou

moleculares (REINE, 2004).

Também pode ser feita a quimioprevencdo com tetraciclina, na dose de 6,6
mg/kg uma vez ao dia, durante o periodo de uma geracgao de carrapatos ou até dois
anos em areas endémicas (GREENE & HARVEY, 1990), ou ainda 100 mg de

doxiciclina uma vez ao dia (DAVOUST et al., 2005).

Desde a sua identificagdo, ha cerca de 70 anos, a erlichiose tornou-se uma
das doengas infecciosas de importancia mundial na clinica veterinaria de pequenos
animais devido a sua alta prevaléncia e morbidade. A utilizagdo da doxiciclina no

tratamento da erlichiose € consensual tanto entre pesquisadores quanto entre



praticos, e sua associagdo ao dipropionato de imidocarb tem sido amplamente
empregada apesar dos resultados conflitantes encontrados na literatura. Este
trabalho tem o intuito de verificar e esclarecer se ha vantagens em associar o
dipropionato de imidocarb a doxiciclina no tratamento de caes naturalmente
infectados pela E. canis do ponto de vista clinico, hematolégico e da eliminagéo

terapéutica.
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Efficacy of doxycycline and combination with imidocarb dipropionate in the treatment

of Ehrlichia canis in dogs
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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram comparar a eficacia do tratamento isolado
com doxiciclina e da combinag¢ao do dipropionato de imidocarb com doxiciclina em
cées naturalmente infectados por E. canis, verificando se ha vantagens ou ndo no
tratamento combinado; certificar a necessidade de tratamento em caes
assintomaticos e ainda acompanhar a evolugao clinico-hematoldgica dos animais
durante os tratamentos isolado e combinado. Quinze caes diagnosticados para E.
canis por meio de observagédo de morulas em células de esfregago sanguineo foram
distribuidos em trés grupos, sem tratamento (C), tratamento com doxiciclina 10
mg/kg via oral uma vez ao dia por 28 dias (D) e doxiciclina combinada ao
dipropionato de imidocarb (I), em duas injecbes de 5 mg/kg subcutanea com
intervalo de 14 dias. Foram realizados exames fisico e hematolégico semanalmente.
A nested PCR para E. canis foi realizada antes e apds o tratamento. Verificou-se que
os tratamentos foram eficientes, resolveram os sinais clinicos em poucos dias e

promoveram a recuperagdo hematolégica em cerca de 70% dos cées. No entanto,
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nao foi observada diferengca entre os tratamentos. A eliminagcdo de E. canis foi

observada por nested PCR de sangue total em 70% dos cées tratados.

Palavras-chave: Doxiciclina - Dipropionato de imidocarb - Ehrlichia canis - PCR -

Caes.

ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate the efficacy of doxycycline alone and
of the combination of imidocarb dipropionate with doxycycline in the treatment of
dogs naturally infected with E. canis; to analyse if there are advantages in using the
association of imidocarb dipropionate and doxycycline in the treatment of E. canis
infection; to reassure the need of treatment in assymptomatic infected dogs and also
to observe the clinical and hematological recovery of the animals during both
treatment protocols. Fifteen dogs suspected of E. canis infection were diagnosed
through direct visualization of morulae in blood smear cells. They were divided in
three groups: (C) without treatment; (D) treated with doxycycline 10 mg/kg orally
once a day for 28 days and (l), with doxycycline associated with imidocarb
dipropionate, in two subcutaneously injections of 5 mg/kg 14 days apart. The animals
were submitted to physical and hematologic exams weekly. Nested PCR to detect E.
canis were performed before and after treatment. We could assume that both
treatments were effective and lead to the resolution of clinical signs in a few days and
also promoted the hematological recovery in 70% of the dogs. There were no
differences between treatments. The elimination of E. canis could be suggested by

whole blood nested PCR in 70% of the treated dogs.



Key-words: Doxycycline - Imidocarb Dipropionate - Ehrlichia canis - PCR -

Dogs.

INTRODUCAO

Ehrlichia canis € a bactéria responsavel pela erlichiose monocitica canina.
Descrita primeiramente na Algéria (Donatien & Lestoquard 1935), hoje se encontra
mundialmente distribuida, com maior prevaléncia nas areas tropicais e subtropicais
devido a presenga de seu vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineus (Harrus et al.
1997a, Cohn 2003). No Brasil, encontram-se casos em todo territdério nacional

(Labarthe et al. 2003).

O periodo de incubacéao varia de oito a vinte dias e podem ser distintas trés
fases da doenga (Greene & Harvey 1990, Harrus et al. 1997a). Na fase aguda, os
sinais clinicos incluem febre, depresséo, anorexia, perda de peso, mucosas palidas,
corrimento oculonasal e linfadenopatia (Cohn 2003, Castro et al. 2004). Carrapatos
sdo frequentemente encontrados (Greene & Harvey 1990, Harrus et al. 1997a). As
alteracdes laboratoriais desta fase englobam trombocitopenia associada ao aumento
do numero de macroplaquetas (Smith et al. 1975); anemia, regenerativa ou
arregenerativa e contagens leucocitarias diversas. Leucocitose, monocitose e
presenga das morulas sdo consideradas caracteristicas (Greene & Harvey 1990,
Harrus et al. 1997a). Na fase subclinica, muitos animais tornam-se assintomaticos,
permanecendo, entretanto portadores (Huxsoll et al. 1970). Os achados laboratoriais
incluem trombocitopenia, anemia, leucopenia variavel, hiperglobulinemia progressiva
e proteinuria (Harrus et al. 1998a). Na fase crdnica, emagrecimento progressivo,
depressdo, mucosas palidas, sensibilidade abdominal e tendéncia a hemorragias

sdo as principais manifestagdes clinicas (Greene & Harvey 1990, Harrus et al.



1997a). Frequentemente sdo observadas co-infecgdes, especialmente com outros
patogenos transmitidos por artrépodes, tais como Babesia canis, Hepatozoon canis,
Anaplasma platys e Mycoplasma haemocanis (Ewing 1969, Kuehn & Gaunt 1985,
Moreira et al. 2003). A pancitopenia é o achado mais caracteristico da fase cronica

(Harrus et al. 1997a, Cohn 2003).

A observacdo das morulas confirma a presenca de E. canis, podendo ser
vista em mondcitos, linfocitos (Ewing 1969, Kuehn & Gaunt 1985, Elias 1991) e
neutrdfilos (Ewing 1969, Huxsoll et al. 1970). Além da observagdo da morula em
esfregago sanguineo € possivel diagnosticar a erlichiose por métodos sorologicos,
cultivo celular e pela Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR). A PCR é um método
muito sensivel e especifico, que pode ser aplicado em amostras de sangue e tecidos

(Igbal & Rikihisa 1994a, Wen et al. 1997, Harrus et al. 1998a, Harrus et al. 2004).

Para o tratamento, o consenso atual sugere o uso da doxiciclina na dosagem
de 10 mg/kg via oral (VO) uma vez ao dia durante 28 dias (Sainz 1996, Neer et al.
2002). O tratamento com dipropionato de imidocarb ainda €& controverso, sendo
recomendado por alguns autores, em duas doses de 5 mg/kg por via intramuscular
(IM) ou subcutanea (SC) com intervalo de 14 dias (Price & Dolan 1980, Matthewman
et al. 1994, Sainz 1996) e ndo recomendado por outros (Sousa et al. 2004,

Eddlestone et al. 2006).

Os objetivos deste trabalho foram comparar a eficacia do tratamento isolado
com doxiciclina e da combinag¢ao do dipropionato de imidocarb com doxiciclina em
cées naturalmente infectados por E. canis; verificar se ha vantagens ou ndo no
tratamento combinado; certificar a necessidade de tratamento em caes
assintomaticos e ainda acompanhar a evolugao clinico-hematoldgica dos animais

durante os tratamentos isolado e combinado.



MATERIAIS E METODOS

No periodo de novembro de 2005 a junho de 2006, caes provenientes do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), Campo Grande/MS, foram diagnosticados
para erlichiose monocitica canina pela observacdo de morulas em mondcitos ou
linfocitos de esfregagos sanguineos. Foram realizados esfregagcos pareados de
ponta de orelha, sendo um corado pelo método de May-Griunwald-Giemsa e outro
com Pandtico. Em cada |amina, examinou-se a extensdo das duas margens do

esfregaco bem como pelo menos dez campos na franja.

Nao houve restricdo quanto ao sexo, raca, idade ou peso do animal. Animais
com infeccdo concomitante por outros hemoparasitos, como Babesia canis,
Hepatozoon canis, Anaplasma platys e Leishmania sp., foram excluidos. Quinze
animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos: controle (C, n=5),
tratamento com doxiciclina (D, n=5) e tratamento combinado de doxiciclina e

dipropionato de imidocarb (I, n=5).

Todos os animais receberam agua e ragdo comercial seca a vontade e
foram submetidos a controle de ectoparasitos com Frontline®top spot (fipronil, Merial
Satde Animal) e endoparasitos com Endal Plus® (pamoato de pirantel, febantel e
praziquantel, Schering-Plough Coopers). Os animais dos grupos de tratamento
receberam Doxifin® comprimidos (doxiciclina, Ouro Fino), 10 mg/kg VO a cada 24
horas durante 28 dias e Imizol® (dipropionato de imidocarb, Schering-Plough
Coopers), duas injecbes de Smg/kg SC com intervalo de 14 dias. Nenhum outro

antibiodtico ou tratamento de suporte foi administrado.



A respeito desses animais, foram registrados dados sobre identificagéo,
informagdes epidemioldgicas, manifestagdes clinicas e o quadro hematolégico. Os
animais foram reavaliados a cada sete dias apds o inicio do tratamento, considerado
dia zero. Nas reavaliagdes, realizou-se novo exame fisico e uma amostra de sangue
com EDTA foi coletada para realizagdo de hemograma, num total de cinco coletas.
Amostras de sangue foram obtidas para plaquetometria no dia 0, aos 14 dias e no

ultimo dia de tratamento, conforme o grupo.

Para a nested PCR, foram coletadas duas amostras de sangue com EDTA,
uma antes do tratamento para confirmacdo da presencga de E. canis, outra apds o
tratamento, a fim de demonstrar a eliminagdo terapéutica do microorganismo. No
caso de tratamento somente com doxiciclina, a segunda amostra foi obtida dois dias
apdés o término do tratamento e no caso de combinagdo com o dipropionato de
imidocarb, esta foi obtida trinta dias apds a ultima injecdo. Estes intervalos foram
determinados com o objetivo de diminuir a interferéncia do efeito residual de cada
droga, aproximadamente 19,5 horas para doxiciclina (Igbal & Rikihisa 1994b) e 30

dias para o dipropionato de imidocarb (Price & Dolan 1980).

Para extracdo do DNA foram utilizados 350 pl de sangue e o kit Easy-DNA™
(Invitrogen Corporation), seguindo as orientagbes do fabricante. Na ultima etapa da
extracdo, o DNA foi ressuspendido em 100 pl de H,O ultrapura. A concentracdo do
DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% com o marcador lambda
(A) 50 (Invitrogen Corporation). Para amplificacdo de um fragmento do gene 16S
rRNA de E.canis foi seguida a metodologia de Wen et al. (1997) com algumas
alteracdes. Foram utilizados 2 pl de DNA em reagdes de 25 pl, contendo 2,5 pl de
tampédo 10x, 0,8 pl de 1,5 mM de MgCly;, 0,5 pl de 0,25 mM de trifosfato

deoxinucleotideos, 2,5 U de Taq polimerase, 100 ng do primer ECC (5'-



AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3), 100 ng do primer ECB (5'-
CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3") e 17,7 pl de HxO ultrapura. A PCR foi realizada

a 94°C por 5 minutos e entdo 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 67,5°C por 1 minuto e

72°C por 1 minuto em termociclador MJ PTC-200.

Para a segunda PCR, foram alteradas apenas as quantidades de DNA (1 pl),
H2O ultrapura (18,7 ul) e os primers utilizados, que foram 100 ng do primer HE3 (5'-
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3") e 100 ng do primer ECAN-5 (5'-
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA-3"). Um controle positivo com DNA de
E. canis e um controle negativo sem DNA foram inclusos em cada PCR. Os produtos
da nested PCR foram avaliados em gel de agarose 0,8%, apods eletroforese. Os géis
foram corados em brometo de etideo e fotografados com iluminagdo UV em sistema
Alpha Digidoch. Para verificar a existéncia de associagdo entre os tratamentos e os

resultados observados na PCR pés-tratamento foi utilizado o teste Exato de Fisher,

com nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

RESULTADOS

Os sinais clinicos observados inicialmente nos trés grupos incluiram febre,
perda de peso, mucosas palidas, linfadenopatia, secre¢ado ocular, tosse e outros
(Tab. 1). No primeiro exame fisico foram encontrados carrapatos em trés animais
pertencentes ao grupo D, em todos do grupo | e em trés do grupo C; posteriormente
nao foram observados carrapatos devido ao controle de ectoparasitos.

Nos animais pertencentes aos grupos D e |, grande parte dos sinais clinicos
se resolveu rapidamente, em questdo de dias ou no maximo uma semana. No pos-

tratamento, apenas o cdo D-05 ainda apresentava mucosas hipocoradas; este



mesmo animal possuia alteragdes hematolégicas e manifestava sinais clinicos
compativeis com cinomose. Indicios de cinomose também foram observados em um
animal do grupo | (I-01) apds o tratamento. Os animais pertencentes ao grupo C
apresentaram agravamento do quadro clinico ao longo do periodo de observagéo
(28 dias), com excecao do C-04 que se manteve assintomatico e também n&o
apresentou qualquer alteragdo hematologica.

As alteragdes hematoldgicas mais frequentes nos trés grupos foram anemia
e trombocitopenia (Tab. 2). No grupo D, todos os cdes apresentavam anemia no
momento do diagndstico; no final do periodo, trés haviam se recuperado da anemia
e um apresentava policromatofilia. O animal D-01 ja se encontrava dentro dos
valores de referéncia (5,5 a 8,5 x 10° hemacias /mm?®) no dia 7, enquanto os caes D-
03 e D-04 tiveram os valores normalizados a partir do dia 21. No grupo |, apenas
dois caes apresentavam anemia. Apenas o cao I-03 manteve-se anémico até o final
do tratamento, mas também apresentava policromatofilia e metarrubrécitos. No
grupo C, as alteragbes se mantiveram ou se agravaram, com exce¢ao do animal C-
04 que se manteve estavel e dentro da faixa de normalidade para a espécie canina
durante todo o experimento. Neste grupo, foi observada policromatofilia em trés
animais e presencga de metarrubrécitos em um cdo ao final do periodo. A anemia
normocitica normocrémica prevaleceu em todos os grupos, sendo que apenas 0 cao

D-04 apresentou anemia hipocrébmica em uma das avaliag¢des intermediarias.

Em relacdo a trombocitopenia, dos quatro cdes com trombocitopenia inicial
no grupo D, dois se recuperaram, um a partir do dia 14 e outro apenas na ultima
avaliacdo. Ja no grupo |, trés dos quatro caes com trombocitopenia se recuperaram,
todos a partir do dia 14. Trés animais (D-02, D-05 e 1-03) chegaram ao final do

tratamento sem normalizar a plaquetometria. No grupo C, dois animais



apresentavam trombocitopenia na primeira avaliagdo, mas no final do periodo,
apenas o animal C-04 ndo se encontrava trombocitopénico. Nos quinze caes, foi

frequente a observacao de macroplaquetas por todo o periodo de avaliagéo.

Dois animais do grupo D iniciaram o tratamento com leucopenia. Um
normalizou a partir do dia 7 e outro somente no dia 30. N&do foi observada
leucocitose inicial em nenhum cdo, porém os caes D-02 e D-04 apresentaram
aumento da leucometria no decorrer do tratamento, regularizando os valores de
leucacitos totais na ultima avaliagdo. No grupo |, a leucocitose nao foi observada em
nenhum momento. A leucopenia esteve presente em dois animais no dia 0 (I-03 e I-
05), o céo I-05 apresentou valores normais a partir do dia 7, ja o cdo I-03 n&o se
recuperou dentro do periodo de avaliagcdo. No grupo C, apenas o cdo C-02
apresentou leucocitose inicial, entrando na faixa de normalidade a partir do dia 14; o
oposto aconteceu com o cdo C-05. Nenhum animal deste grupo apresentou

leucopenia.

Entre as alteracbes de contagem diferencial de leucdcitos, monocitose e
linfopenia foram as mais frequentes (Tab. 2). Monocitose foi observada inicialmente
em apenas um animal do grupo D (D-03), que apresentou valores normais a partir do
dia 21. Os cdes D-02 e D-05 apresentaram monocitose nas avaliagcbes
intermediarias, mas chegaram ao final do tratamento exibindo valores normais. No
grupo |, também se observou monocitose inicial em apenas um céo (I-01), que
normalizou a partir do dia 14. No grupo C, quatro caes apresentaram monocitose
inicial. No final do periodo, dois cdes mantiveram a monocitose, dois apresentaram
valores normais (150 -1.350 mondcitos), mas préximos do limite superior, e aquele
que nado tinha monocitose inicial, finalmente apresentou aumento do numero de

monaocitos.



Foi observada linfopenia inicial em trés animais do grupo D. Todos se
recuperaram, mas o tempo variou individualmente, sendo o cdo D-01 no dia 7, D-04
no dia 30 e D-05 no dia 14. No grupo |, apenas o cao |-05 apresentava linfopenia
inicial e ndo se recuperou dentro do periodo de avaliacdo. O animal 1-03, 0 mesmo
gue nao se recuperou da leucopenia, comegou a apresentar linfopenia a partir do dia
14 e a manteve até a ultima observacéo. Todos os caes do grupo C apresentaram
contagem normal de linfécitos (1.000 a 4.800 linfécitos) inicialmente, mas ao final do

tratamento, os caes C-02 e C-05 apresentavam linfopenia.

A presenca de mondcitos ativados e linfocitos reacionais foi frequente nos
trés grupos (Fig. 1). Essas alteragbes persistiram nos animais do grupo C e se
resolveram nos animais tratados, com excecéo do animal D-05 que chegou ao final

do tratamento apresentando inclusive mérulas de E. canis.

Todos os animais apresentavam mérula no inicio do periodo. Em catorze
animais, a morula foi observada em mondécitos e apenas um em linfécitos; ndo foram
observadas morulas em outros leucocitos ou em plaquetas. Ao final do periodo,

apenas os caes D-05, C-02 e C-03 ainda apresentavam moérulas.

Na nested PCR pré-tratamento, os quinze caes foram positivos (Fig. 2, 3 e
4). No pés-tratamento, dois caes do grupo D (D-04 e D-05) foram positivos (Fig. 2),
ou seja, 60% dos caes tornaram-se negativos na nested PCR apos o tratamento. No
grupo |, apenas o cao |-01 apresentou resultado positivo na amostra de sangue poés-
tratamento (Fig. 3), isto &€, 80% tornaram-se negativos. No grupo C, os cinco caes

mantiveram as reagdes positivas (Fig. 4).

A eliminagdo terapéutica foi considerada eficaz quando o cédo apresentou
resultado negativo na nested PCR de sangue pos-tratamento. Houve associagéo

estatistica entre as frequéncias de eliminagao terapéutica nos grupos de tratamento



quando comparadas ao grupo C (P=0,018). Entre os grupos de tratamento, D e |,

nao foi encontrada diferenga estatistica (P=0,41).

DISCUSSAO

Os sinais clinicos observados nos caes dos trés grupos foram semelhantes
aos descritos na literatura para erlichiose monocitica canina (Kuehn & Gaunt 1985,
Harrus et al. 1997b, Moreira et al. 2003). A presencga de carrapatos observada no dia
0 (Harrus et al. 1997a), o diagndstico realizado pela observacdo de morulas (Elias
1991) e os sinais clinicos observados (Greene & Harvey 1990, Harrus et al. 1997a)

sugerem que os animais estavam na fase aguda da erlichiose.

O tempo de resposta clinica a terapia sofre interferéncia da fase da doenca
(Buhles et al. 1974, Harrus et al. 1998b), sendo mais rapida na fase aguda e mais
demorada na fase cronica. Supondo que os animais estudados encontravam-se na
fase aguda, a resposta ao tratamento ocorreu conforme esperado (Buhles et al.
1974, Greene & Harvey 1990), dentro de sete dias, intervalo existente entre a

primeira e segunda avaliagéo.

Animais sem tratamento geralmente passam pela fase aguda e adentram a
fase subclinica como clinicamente saudaveis (Greene & Harvey 1990, Harrus et al.
1997a), podendo se manter assim por longos periodos (Harrus et al. 1998a). Esse
poderia ser o caso do animal C-04. Cées clinicamente sadios que permanecem
infectados podem servir de hospedeiros, ser inadvertidamente utilizados como
doadores de sangue ou mesmo vir a manifestar sintomas apenas na fase crénica,
quando o tratamento € geralmente mais complicado e o prognostico desfavoravel

(Harrus et al. 1998a).



Os animais D-05 e I|-01 chegaram ao final do periodo de observagao
manifestando sinais clinicos compativeis com cinomose. Devido a sua procedéncia,
isto €, CCZ, possivelmente estes animais ja estivessem infectados pelo virus e isso
pode ter interferido nos resultados observados nestes caes, pois ambos foram

positivos na nested PCR pés-tratamento.

A observagdo de anemia normocitica normocrémica e trombocitopenia
acompanhada do aumento do numero de macroplaquetas, como aconteceu neste
estudo, sdo amplamente citadas na erlichiose (Smith et al. 1975, Kuehn & Gaunt
1985, Harrus et al. 1997a, Harrus et al. 1997b). A progressao dessas alteragbes em
animais sem tratamento ocorreu conforme citado (Greene & Harvey 1990, Harrus et
al. 1997a), assim como a recuperagdo hematoldgica dos animais tratados (Sainz

1996, Neer et al. 2002).

A plaquetometria € considerada um bom indicador da eficiéncia da terapia
contra E. canis, de modo que a normalizagdo geralmente ocorre dentro de quatorze
dias (Harrus et al. 1998a, Neer et al. 2002). No entanto, os resultados dos animais
avaliados nos grupos de tratamento ndo permitem corroborar completamente tal
afirmacgéao, pois trés animais (D-02, D-05 e 1-03) chegaram ao final do tratamento
sem normalizar a contagem de plaquetas. O céo I-03 também chegou ao final do
periodo apresentando linfopenia. Apesar das contagens celulares diminuidas, este
cao apresentava-se clinicamente sadio ao final do periodo e seu resultado na nested
PCR pds-tratamento foi negativo. Segundo Greene & Harvey (1990), a regeneragao
da medula 6ssea pode demorar até 120 dias apds o tratamento a despeito da

melhora clinica e do clearence da infeccao.

A leucocitose € considerada caracteristica na fase aguda da erlichiose

(Greene & Harvey 1990), no entanto, ela foi observada em apenas dois animais do



grupo C. A leucopenia, geralmente associada a fase crénica (Greene & Harvey
1990, Harrus et al. 1997a), mas ja descrita na fase aguda (Castro et al. 2004) foi
observada em dois caes do grupo D e dois do grupo |. Em estudos que utilizam cées
em condi¢cdes naturais de infeccdo, assim como este, torna-se dificil determinar em
que fase da doenca o animal se encontra (Moreira et al. 2003) e se ele esta
completamente livre de outras infec¢gbes, como aconteceu com os cides que também

desenvolveram sinais compativeis com cinomose.

Monocitose € frequentemente descrita na erlichiose (Kuehn & Gaunt 1985,
Harrus et al. 1997b), geralmente relacionada a fase aguda (Greene & Harvey 1990).
O tempo estimado para normalizagao dos valores de cada tipo de leucécito durante
o tratamento ndo é abordado de forma especifica na literatura, apenas cita-se que
ha uma melhora ao longo do tratamento (Sainz 1996, Sousa et al. 2004). Entre os
animais tratados que iniciaram o experimento com monocitose, um apresentou
valores normais a partir do dia 14 e outro a partir do dia 21. Em animais sem
tratamento, observou-se que estes também apresentaram valores normais na
contagem de mondcitos apds algumas semanas, mas parecia haver uma tendéncia

a se manterem proximos do limite superior.

As alteragbes morfologicas observadas, linfécitos reacionais e mondcitos
ativados, ndo sdo diretamente citadas na literatura, mas possivelmente estejam
relacionadas a patogénese de E. canis que se multiplica no sistema monocitico
fagocitario e induz ampla produgdo de anticorpos, levando a vacuolizagdo dos

monacitos e reatividade dos linfocitos, respectivamente.

A observacdo das morulas principalmente em mondcitos e apenas em

linfocitos de um animal esta de acordo com varios autores (Ewing 1969, Greene &



Harvey 1990, Moreira et al. 2003) e em desacordo com Elias (1991), que cita os

linfécitos como as células mais infectadas.

O animal D-05 ainda apresentava morulas na ultima avaliagdo, por isso era
esperado que tivesse um resultado positivo na nested PCR pds-tratamento. Devido
ao controle de ectoparasitos, foi descartada a hipotese deste cao ter sido re-
infectado durante o periodo de avaliacdo. E possivel que este cdo ndo estivesse na
fase aguda como inicialmente supds-se e sua resposta ao tratamento fosse mais
demorada, pois animais na fase aguda geralmente se recuperam mais rapidamente

que aqueles na fase crénica (Cohn 2003).

Neste estudo, empregou-se a nested PCR em amostras de sangue obtidas
antes e apo6s o tratamento devido a aplicabilidade deste método de coleta e sua
praticidade na rotina da clinica veterinaria de pequenos animais em relacéo a coleta
de amostras do bago. Alguns autores sugerem que a melhor opgado de amostra para
PCR pés-tratamento, a fim de avaliar a eliminagédo da bactéria, seria do bago porque
este 6rgao alberga Ehrlichia por mais tempo. Contudo, os préprios autores afirmam
que a alta sensibilidade da PCR torna as duas formas de amostragem semelhantes

(Harrus et al. 2004).

Neste trabalho, o tratamento isolado com doxiciclina, administrada na
dosagem do consenso atual de 10 mg/kg VO uma vez ao dia durante 28 dias (Neer
et al. 2002), tornou 3 dos 5 cédes do grupo D negativos na nested PCR pds-
tratamento. Estudos prévios contradizem-se quanto a capacidade da doxiciclina em
eliminar E. canis. Utilizando esta mesma dosagem por 7 dias apenas, a doxiciclina
foi considerada ineficiente (Igbal & Rikihisa 1994b). No entanto, quando o periodo de
tratamento foi dobrado, a droga mostrou-se eficiente (Breitschwerdt et al. 1998).

Pesquisas posteriores apontaram que o tratamento na fase aguda poderia ser



reduzido para 16 dias (Harrus et al. 2004). Contudo, dificilmente identifica-se em que

fase um cdo naturalmente infectado se encontra (Moreira et al. 2003).

No grupo |, que recebeu doxiciclina e dipropionato de imidocarb, em duas
injecdes de 5 mg/kg SC com intervalo de 14 dias, 4 dos 5 cées tornaram-se
negativos na nested PCR. Estudos prévios com o dipropionato de imidocarb
julgaram-no eficiente no tratamento da erlichiose (Price & Dolan 1980, Matthewman
et al. 1994). Posteriormente, verificou-se que n&o havia diferencas entre o
tratamento isolado com doxiciclina ou associado ao dipropionato de imidocarb (Sainz
1996, Sousa et al. 2004). Todavia, esses estudos nado utilizaram métodos
moleculares para avaliagdo da eliminagao terapéutica. Em uma pesquisa recente,
utilizando a PCR, constatou-se que o dipropionato de imidocarb ndo €& capaz de
eliminar E. canis (Eddlestone et al. 2006). Isso permite sugerir que os cdes do
presente estudo que receberam tratamento combinado de doxiciclina e imidocarb,

provavelmente eliminaram a infecgdo devido a agdo da doxiciclina apenas.

Ao se comparar os resultados da nested PCR pés-tratamento obtidos nos
grupos D e | ndo foi encontrada diferenga significativa, assim como aconteceu
quando se compararam parametros clinicos e hematolégicos em outros trabalhos
(Sainz 1996, Sousa et al. 2004). Assim, a combinag&o da doxiciclina ao dipropionato
de imidocarb ndo demonstrou vantagens no tratamento da erlichiose nos caes deste
estudo. Sugere-se que sua utilizagdo seja restrita aos casos de infecgdo
concomitante por Babesia canis devido a sua toxicidade e a frequéncia com que sao
observadas reagdes adversas, como dor ou edema local, claudicagido, salivagao

profusa, descarga ocular serosa, diarréia e depresséao (Price & Dolan 1980).

A dor no local de administracdo do dipropionato de imidocarb foi freqlente

entre os cées do grupo |, porém raros efeitos colaterais foram observados. Apenas o



animal 1-05 apresentou salivagdo excessiva apos as inje¢cdes. Além da dor local, os
efeitos colinérgicos, tais como salivagdo excessiva, secregcdo ocular, diarréia e
depressao sdo comuns apos a utilizagdo desta droga (Price & Dolan 1980), por isso
recomenda-se que o0 animal seja observado por cerca de dez a quinze minutos apos
a injecdo ou que se controle tais sinais com a administragdo prévia de sulfato de

atropina na dose de 0,04 mg/kg (Matthewman et al. 1994, Neer et al. 2002).

Apesar de ndo terem sido apontadas diferencas entre os tratamentos dos
grupos D e |, as diferengas entre tratar e ndo tratar foram notaveis, pois todos os
caes sem tratamento permaneceram positivos, inclusive o cdo C-04, que se manteve
aparentemente sadio e sem alteragbes hematologicas. Sempre que diagnosticados
para E. canis, os caes devem ser tratados, pois se evita agravamentos, o estado de
portador cronico (Igbal & Rikihisa 1994b, Harrus et al. 1998a) e que sejam utilizados

inadvertidamente como doadores de sangue (Reine 2004).

Os resultados indicam que as drogas provavelmente foram eficientes na
eliminacdo de E. canis do sangue de 70% dos cdes. Contudo, os caes com
resultados positivos pos-tratamento poderiam ainda apresentar o DNA da bactéria
no sangue, porém esta se encontrar morta, ja que é questionavel a capacidade da
PCR em diferenciar organismos vivos de mortos (Cohn 2003). Por outro lado, foi
sugerido que pode haver parasitemia ciclica durante o periodo de recuperagao do
animal, o que exigiria avaliagdes repetidas com a PCR para garantir que se alcangou

a eliminacéo terapéutica (Harrus et al. 1998Db).



CONCLUSOES

Os dois tratamentos foram eficientes na eliminagdo de E. canis do sangue,
pois 60% dos animais do grupo D e 80% dos caes do grupo | tornaram-se negativos
na nested PCR apds o periodo de tratamento. Estatisticamente, verificou-se que o
dipropionato de imidocarb é dispensavel no tratamento da erlichiose monocitica
canina. A partir dos resultados, reafirmou-se a necessidade de tratamento a fim de
eliminar caes portadores, pois 0os animais ndo tratados mantiveram-se positivos. A
recuperagdo clinico-hematologica dos cades ocorreu independentemente da
doxiciclina ter sido administrada isoladamente ou combinada ao dipropionato de

imidocarb.
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TABELAS

TABELA 3. Freqliéncia absoluta e relativa das principais manifestagdes clinicas observadas antes e
depois de cada tratamento em caes naturalmente infectados por Ehrlichia canis.

Sinal clinico Grupo D (n=5) Grupo | (n=5) Grupo C (n=5)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Febre (T°>39,5) 03 (60%) 00 02 (40%) 00 01 (20%) 01 (20%)
Emagrecimento 04 (80%) 01 (20%) 01 (20%) 01 (20%) 02 (40%) 04 (80%)
Anorexia 02 (40%) 01 (20%) 01 (20%) 01 (20%) 00 02 (40%)

Apatia 03 (60%) 01(20%) 01 (20%) 01 (20%) 00 00
hl';"(;‘(fgrzzzs 02 (40%)  01(20%) 04 (80%) 00 02 (40%) 04 (80%)
Linfadenopatia 03 (60%) 01(20%) 05(100%) 01 (20%) 02 (40%) 03 (60%)
Secregéo ocular 02 (40%) 01 (20%) 02 (40%) 01 (20%) 01 (20%) 04 (80%)
Tosse 01 (20%) 00 00 00 00 03 (60%)
Outros sinais * 02 (40%) 02 (40%) 02 (40%) 01 (20%) 01(20%) 02 (40%)

Grupo D= doxiciclina; I= doxiciclina e dipropionato de imidocarb; C= controle.
* Ataxia; descarga nasal; diarréia; epistaxe; fadiga pos-exercicio; pustulas abdominais; respiragdo
ruidosa.

TABELA 4. FreqUéncia absoluta e relativa das principais altera¢gdes hematoldgicas observadas antes
e depois de cada tratamento em caes naturalmente infectados por Ehrlichia canis.

Grupo D (n=5) Grupo | (n=5) Grupo C (n=5)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Anemia (< 5,5x 10°/mm®) 05 (100%) 02 (40%) 02 (40%) 01 (20%) 03 (60%) 04 (80%)
Trombocitopenia (< 2 x 10*

Alteragao hematoldgica

Jmm’) 04 (80%) 02 (40%) 04 (80%) 01 (20%) 02 (40%) 04 (80%)
Leucocitose (> 17 x 10° /mm®) 00 00 00 00 01(20%) 01 (20%)
Leucopenia (< 6 x 10°/mm®) 02 (40%) 00 02 (40%) 01 (20%) 00 00

Neutrofilia (> 11.500) 00 00 00 00 01 (20%) 01 (20%)
Monocitose (> 1.350) 01 (20%) 00 01 (20%) 00 04 (80%) 03 (60%)
Linfopenia (< 1.000) 03 (60%) 00 01 (20%) 02 (40%) 00 02 (40%)
Presenca de morula 05 (100%) 01 (20%) 05 (100%) 00 05 (100%) 02 (40%)
Outras alteragdes * 05 (100%) 03 (60%) 05 (100%) 02 (40%) 05 (100%) 05 (100%)

Grupo D= doxiciclina; I= doxiciclina e dipropionato de imidocarb; C= controle.

* Aglomerados leucocitarios; anisocitose; basofilia citoplasmatica; corpusculos de Howell-Jolly;
crenagao; eritrofagocitose; granulagao téxica; linfocitos reacionais; macroplaquetas; metarrubrécitos;
mondcitos ativados; poiquilocitose; policromatofilia; rouleaux; vacuolizagao toxica.



FIGURAS

intensamente azulado (linfécito reacional).

FIGURA 2. Resultados da PCR do grupo D,
da esquerda para a direita: marcador Kb plus,
D-01A, D-01P, D-02A, D-02P, D-03A, D-03P,
D-04A, D-04P, D-05A, D-05P. A = antes do
tratamento; P = pds=tratamento.

FIGURA 1. Mérula de E. canis em mondcito
apresentando vacuolizagbes citoplasmaticas
(mondcito ativado) e eritrofagocitose. Ao lado
encontra-se um linfécito com citoplasma

FIGURA 3. Resultados da PCR do grupo |, da
esquerda para a direita: marcador Kb plus, |-
01A, I-01P, I-02A, 1-02P, I-03A, I-03P, 1-04A, I-
04P, I-05A, I-05P. A = antes do tratamento; P
= pés=tratamento.

FIGURA 4. Resultados da PCR do grupo C,
da esquerda para a direita: marcador Kb plus,
controle positivo, controle negativo, C-02A, C-
02P, C-03A, C-03P, C-04A, C-04P, C-05A, C-
05P. A = antes do tratamento; P =
pés=tratamento.



APENDICE



TABELA 5. Valores individuais de temperatura retal em graus Celsius dos animais pertencentes aos
trés grupos de tratamento.

CONTROLE

Animal C-01 C-02 C-03 C-04 C-05
Dia 0 38,6 38,5 39,4 38,7 39,7
Dia 7 38,7 38,5 39,6 38,5 38,5
Dia 14 38,7 39,8 38,9 39,2 39,0
Dia 21 38,8 40,1 39,5 38,8 38,6
Dia 28 38,9 40,1 39,0 38,6 38,7

DOXICICLINA
Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Dia 0 40,5 40,0 39,0 40,1 39,2
Dia 7 39,0 38,4 38,8 40,5 39,1
Dia 14 39,0 40,1 38,5 39,9 40,7
Dia 21 38,7 39,5 38,6 40,4 40,4
Dia 30 38,7 39,4 38,8 39,2 36,5
DOXICICLINA e DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

Animal 1-01 1-02 1-03 1-04 105
Dia 0 39,4 39,3 39,4 39,6 39,9
Dia 7 40,3 38,9 40,1 40,0 39,0
Dia 14 40,0 38,9 38,5 39,2 38,8
Dia 21 39,8 39,5 39,5 39,5 39,5

Dia 44 39,3 39,0 38,3 39,3 38,5




TABELA 6. Valores individuais de hemacias x 10° em milimetros cubicos dos animais pertencentes

aos trés grupos de tratamento.

CONTROLE
Animal C-01 C-02 C-03 C-04 C-05
Dia 0 5.900.000 4.200.000 2.600.000 6.800.000 4.000.000
Dia 7 5.500.000 4.200.000 3.600.000 6.600.000 4.500.000
Dia 14 4.900.000 4.300.000 4.300.000 6.600.000 4.700.000
Dia 21 4.900.000 4.200.000 4.400.000 6.400.000 4.500.000
Dia 28 5.000.000 4.200.000 4.300.000 6.400.000 4.200.000
DOXICICLINA
Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Dia 0 4.300.000 3.700.000 4.300.000 2.700.000 4.000.000
Dia 7 6.100.000 3.900.000 3.700.000 1.900.000 3.200.000
Dia 14 6.400.000 4.200.000 5.100.000 2.100.000 3.900.000
Dia 21 6.200.000 4.700.000 5.800.000 4.900.000 3.700.000
Dia 30 6.900.000 4.000.000 5.800.000 5.500.000 2.800.000
DOXICICLINA e DIDPROPIONATO DE IMIDOCARB
Animal 1-01 1-02 1-03 1-04 105
Dia 0 5.500.000 5.500.000 5.300.000 7.900.000 4.400.000
Dia 7 5.000.000 5.100.000 4.800.000 5.800.000 6.300.000
Dia 14 5.600.000 6.300.000 4.000.000 5.500.000 4.300.000
Dia 21 6.000.000 5.000.000 3.600.000 5.000.000 4.000.000
Dia 44 6.200.000 5.500.000 4.100.000 5.600.000 5.700.000

Valores de referéncia: 5,5 a 8,5 x 10%/mm?°.



TABELA 7. Valores individuais de hematdcrito em porcentagem dos animais pertencentes aos trés
grupos de tratamento.

CONTROLE
Animal C-01 C-02 c-03 C-04 C-05
Dia 0 42 32 18 47 29
Dia 7 38 32 27 47 33
Dia 14 34 30 31 47 35
Dia 21 32 30 29 45 32
Dia 28 36 30 32 45 32
DOXICICLINA
Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Dia 0 32 26 32 20 29
Dia 7 44 27 27 14 21
Dia 14 47 30 36 16 27
Dia 21 45 32 40 37 26
Dia 30 50 28 42 44 21
DOXICICLINA e DIDPROPIONATO DE IMIDOCARB
Animal 1-01 102 1-03 1-04 1-05
Dia 0 38 38 35 52 31
Dia 7 34 35 34 40 42
Dia 14 39 45 28 39 30
Dia 21 42 34 26 34 30
Dia 44 43 37 27 38 40

Valores de referéncia: 37 a 55%.



TABELA 8. Valores individuais de plagquetas em numero por milimetro cubico dos animais

pertencentes aos trés grupos de tratamento.

CONTROLE
Animal C-01 C-02 C-03 C-04 C-05
Dia 0 248.000 141.000 164.000 211.000 215.000
Dia 14 170.000 176.000 157.000 215.000 101.000
Dia 28 84.000 145.000 193.000 223.000 120.000
DOXICICLINA
Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Dia 0 220.000 121.000 193.000 45.000 104.000
Dia 14 292.000 165.000 366.000 63.000 124.000
Dia 30 266.000 184.000 357.000 200.000 160.000
DOXICICLINA e DIDPROPIONATO DE IMIDOCARB
Animal 1-01 1-02 1-03 1-04 1-05
Dia 0 197.000 180.000 97.000 200.000 175.000
Dia 14 210.000 221.000 113.000 287.000 204.000
Dia 44 250.000 270.000 154.000 277.000 209.000

Valores de referéncia: 2 a 5 x 10°/mm>.



TABELA 9. Valores individuais de leucécitos totais em numero por milimetro cubico dos animais

pertencentes aos trés grupos de tratamento.

CONTROLE
Animal C-01 C-02 C-03 C-04 C-05
Dia 0 11.800 22.000 6.200 10.700 15.000
Dia 7 13.100 22.000 14.500 6.700 13.900
Dia 14 9.500 8.400 13.100 9.100 17.400
Dia 21 9.500 13.600 13.400 9.700 20.600
Dia 28 9.400 13.600 16.000 13.100 20.600
DOXICICLINA
Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Dia 0 2.300 6.400 16.000 2.900 8.000
Dia 7 8.700 13.200 9.800 1.100 6.000
Dia 14 6.000 16.300 9.900 2.600 10.000
Dia 21 6.800 24.300 8.700 19.700 15.600
Dia 30 7.500 13.300 9.300 11.900 10.100
DOXICICLINA e DIDPROPIONATO DE IMIDOCARB
Animal 1-01 1-02 1-03 1-04 105
Dia 0 15.800 8.700 5.400 8.200 3.900
Dia 7 5.100 7.900 6.200 6.300 6.200
Dia 14 5.700 8.300 1.900 6.500 9.400
Dia 21 5.900 10.100 4.500 7.800 6.700
Dia 44 6.400 9.600 5.200 12.000 7.700

Valores de referéncia: 6 a 17 x 10°/mm>.



TABELA 10. Valores individuais de mondcitos em numero absoluto dos animais pertencentes aos trés
grupos de tratamento.

CONTROLE
Animal C-01 C-02 c-03 C-04 C-05
Dia 0 1.416 2.640 620 1.605 3.150
Dia 7 1.310 2.640 1.595 1.407 2.919
Dia 14 855 504 2.358 2.002 3.480
Dia 21 1.045 2.992 3.752 1.455 3.914
Dia 28 1.128 2.992 3.680 1.310 3.090
DOXICICLINA
Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Dia 0 92 576 3.680 957 1.200
Dia 7 696 1.848 2.058 341 420
Dia 14 240 2.119 891 780 1.700
Dia 21 340 1.701 783 985 1.404
Dia 30 300 798 279 357 202
DOXICICLINA e DIDPROPIONATO DE IMIDOCARB
Animal 1-01 102 1-03 1-04 1-05
Dia 0 1.580 1.131 540 1.148 624
Dia 7 918 553 806 315 496
Dia 14 342 474 38 390 282
Dia 21 649 606 135 234 469
Dia 44 704 576 156 360 539

Valores de referéncia: 150 a 1350.



TABELA 11. Valores individuais de linfécitos em nuimero absoluto dos animais pertencentes aos trés
grupos de tratamento.

CONTROLE
Animal C-01 C-02 C-03 C-04 C-05
Dia 0 3.658 1.540 1.860 2.782 2.850
Dia 7 3.799 1.540 435 2.278 2.641
Dia 14 3.610 168 2.096 1.729 1.914
Dia 21 3.230 136 2.814 3.104 206
Dia 28 4.136 136 2.240 4.192 824
DOXICICLINA
Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Dia 0 92 1.600 2.240 667 160
Dia 7 2.088 2.376 3.332 154 360
Dia 14 1.560 4.401 2.673 312 1.600
Dia 21 1.904 1.458 1.566 985 1.248
Dia 30 1.125 1.463 1.395 2.142 1.313
DOXICICLINA e DIDPROPIONATO DE IMIDOCARB
Animal 1-01 1-02 1-03 1-04 105
Dia 0 3.318 2.088 2.430 3.854 819
Dia 7 1.377 2.054 2.728 1.512 1.488
Dia 14 513 4.316 266 1.560 376
Dia 21 1.180 3.232 540 1.170 134
Dia 44 1.280 2.976 728 2.520 308

Valores de referéncia: 1000 a 4800.



TABELA 12. Valores individuais de proteina plasmatica total em gramas por decilitro dos animais
pertencentes aos trés grupos de tratamento.

CONTROLE
Animal C-01 C-02 C-03 C-04 C-05
Dia 0 9,8 7,0 5,6 8,6 5.4
Dia 7 8,8 7,0 5.4 8,4 5,0
Dia 14 9,4 7.4 4,8 8,2 3,2
Dia 21 9,6 6,8 5,0 7,6 3,2
Dia 28 10,2 6,8 56 78 4,0
DOXICICLINA
Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Dia 0 6,4 5,2 5,6 58 6,0
Dia 7 7.6 53 6,0 5,8 55
Dia 14 8,4 5,2 5.4 6,2 5,6
Dia 21 7.6 5,6 6,4 10,8 6,4
Dia 30 8,0 56 6,4 74 4,9
DOXICICLINA e DIDPROPIONATO DE IMIDOCARB
Animal 1-01 1-02 1-03 1-04 1-05
Dia 0 6,2 6,8 10,4 5,6 6,4
Dia 7 6,8 6,4 9,0 5,6 5,8
Dia 14 6,6 6,8 7,0 5,2 6,2
Dia 21 6,6 6,0 58 58 7.2
Dia 44 6,4 6,4 6,0 7.0 7.2

Valores de referéncia: 6,0 a 8,0 g/dl.



TABELA 13. Resultados da PCR pré e pés-tratamento nos trés grupos de animais avaliados.

CONTROLE

Animal C-01 C-02 C-03 C-04 C-05
Pré-tratamento + + + + +
Pdés-tratamento + + + + +

DOXICICLINA

Animal D-01 D-02 D-03 D-04 D-05
Pré-tratamento + + + + +
Pdés-tratamento - - - + +

DOXICICLINA e DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

Animal 1-01 1-02 1-03 1-04 1-05

Pré-tratamento + + + + +

Pos-tratamento + - - - -




QUADRO 1. Primeira pagina das fichas individuais de identificagdo e acompanhamento do
tratamento.

Projeto de Pesquisa: Avaliagcao da eficiéncia da doxiciclina e do dipropionato
de imidocarb no tratamento da E. canis em caes

PARA USO EXCLUSIVO DO PESQUISADOR

Animal N°; Grupo: Data:
DADOS DA CLINICA DADOS DO PROPRIETARIO
Clinico: Nome:
Endereco: Endereco:
Telefone: Telefone:

DADOS DO ANIMAL
Nome: Idade: Sexo (M) (F)
Raga: Pelagem: Peso:

Qual a queixa? Desde quando?

Tem histoérico de outra doengas? Quais?

Jé foi tratado para Erlichiose? SIM NAO Com qual droga? Ha quanto tempo?

Outros:




QUADRO 2. Paginas seguintes das fichas individuais de identificagdo e acompanhamento de
tratamento.

ACOMPANHAMENTO DE COLETAS

( ) COLETA 1 (dia 0) — hemograma / plaquetometria / PCR

( )COLETA 2 (dia 7) — hemograma

( ) COLETA 3 (dia 14) — hemograma / plaquetometria

( )COLETA 4 (dia 21) — hemograma

( ) COLETA 5 (dia*) — hemograma / plaquetometria / PCR
* Controle: 28 dias; Doxiciclina: 30 dias; Doxiciclina+ Dipropionato de imidocarb: 44 dias.

Data:

EXAME FiSICO

TO: FC: FR:

Estado nutricional:

Atitude:

Comportamento:

Pele: dermatite / Ulceras / petéquias / alopecia / Outros:

Ectoparasitos: carrapatos / pulgas / Outros:

Mucosas:

Linfonodos e bago:

Olhos: secregao / hemorragia conjuntival / uveite / hifema / Outros:

Ouvido:

Digestivo: vémito / diarréia / melena / Outros:

Respiratério: descarga nasal / epistaxe / tosse / fadiga / Outros:

Circulatério: pulso / auscultagéo / Outros:

Génito-urinario: edema escrotal / aborto / poliuria / polidipsia / Outros:

Locomotor: claudicagao / artrite / atrofia muscular / Outros:

Sistema nervoso: convulsodes / ataxia / Outros:

Outros:




