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RESUMO

A Erliquiose Monocitica Canina (EMC) e a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) séo duas
doencas, transmitidas por vetores, com ampla distribuicdo mundial. Os agentes causadores
dessas doengas sdo Ehrlichia canis e Leishmania infantum, respectivamente. Enquanto a
EMC é transmitida por carrapatos, principalmente Rhipicephalus sanguineus, a Leishmania
é inoculada no hospedeiro através do inseto-vetor da subfamilia Phlebotominae. A maioria
dos sinais fisicos sdo comuns as duas enfermidades, o que dificulta o diagndstico clinico e
o tratamento, especialmente em &reas endémicas. Poucos sdo os estudos relacionados a
coinfeccdo da erliquiose e leishmaniose caninas no Brasil. No Piaui, particularmente em
Teresina, ainda ndo se tem dados concretos sobre a prevaléncia dessas afec¢bes.Os sinais
fisicos variam com a severidade da infeccdo, a resposta imune do hospedeiro e a presenca
de coinfeccdo. Assim, buscamos avaliar cdes, independente dos sinais fisicos, atendidos no
hospital universitario e clinicas particulares da cidade de Teresina, Piaui quanto a
frequéncia de erliquiose e leishmaniose caninas no periodo de margo de 2012 a setembro de
2014, independente de sexo, raca, idade e suspeita clinica, excetuando os cdes que vinham
apenas para vacinacao. Foi realizado exame clinico e colhidas amostras sanguineas para
exame hematimétrico, bioquimico, parasitologico e molecular. Dos 664 cdes avaliados para
E. canis, 22,9% tiveram o DNA amplificado somente para esta bactéria. No caso de
Leishmania infantum, houve amplificacdo de DNA em 29,1% dos 664 caes, sendo que,
destes, 80 (12,1%) estavam coinfectados com E.canis. Anemia e trombocitopenia foram as
principais alteracGes hematoldgicas observadas em cées infectados tanto com E. canis,
como com L. infantum e coinfectados. As principais altera¢cdes bioquimicas nos caes com
infeccdo apenas por L. infantum, assim como nos coinfectados, foram hipoglobulinemia e
hiperproteinemia. J& nos monoinfectados por E. canis a hipoalbuminemia e a uremia foram
as principais alteraces. Perda de peso, Ulceras, apatia, conjuntivite, palidez nas mucosas,
alépecia e linfoadenomegalia sdo mais frequentes em cdes monoinfectados com L. infantum
do que nos infectados apenas com E. canis. Além disso, os cédes coinfectados apresentam
uma doenca mais severa do que os monoinfectados. Concluimos que a presenca da
coinfeccdo por esses agentes infecciosos é endémica na cidade de Teresina-Piaui e que
existe um sinergismo entra as duas doencas.Portanto, destacamos aqui a relevancia dos
estudos voltados a epidemiologia e melhoria dos testes diagndsticos para uma prevencdo
e/ou controle mais eficazes dessas doencas.

Palavras-chave: Leishmania infantum, Ehrlichia canis, coinfeccéo,
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ABSTRACT

The Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME) and Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) are
the two vector-borne diseases with worldwide distribution. The causative agents of these
diseases are Ehrlichia canis and Leishmania infantum, respectively. While CME is
transmitted by ticks, especially Rhipicephalus sanguineus, Leishmania is inoculated into
the host through the insect vector of the subfamily Phlebotominae. Most clinical signs are
common to both conditions, which hinders the clinical diagnosis and treatment, especially
in endemic areas. There are few studies related to the coinfection of canine ehrlichiosis and
leishmaniasis in Brazil. In Piaui, particularly in Teresina, there is not yet concrete data on
the prevalence of these diseases. The clinical signs vary according to the severity of the
infection, to the host immune response and to the presence of coinfection. Thus, we sought
to evaluate dogs, regardless of clinical signs, seen at university hospital and private clinics
in the city of Teresina, Piaui, for the frequency of canine ehrlichiosis and leishmaniasis
from March 2012 to September 2014, regardless of sex, race, age and clinical suspicion,
except dogs that came just to vaccination purposes. Clinical examination was performed
and blood samples for erythrocyte examination, biochemical, and molecular parasitology
were collected. From 664 dogs evaluated for E. canis, 22, 9% showed amplified DNA, to
this bacterium only . Regarding to Leishmania infantum, there was DNA amplification in
29, 1% out of the 664 dogs, and, from these, 80 (12, 1%) were coinfected with E. canis.
Anemia and thrombocytopenia were major hematologic changes observed in dogs infected
with Leishmania, E.canis and coinfected dogs. The main biochemical findings in dogs
infected by L. infantum and coinfected were hyperalbuminemia, hypoglobulinemia and
hyperproteinemia. In those infected only by E. canis, hypoalbuminemia and uremia were
the main changes. Weight loss, skin lesions, lethargy, conjunctivitis, pale mucous
membranes, alopecia and enlarged lymphnodes are more common in dogs with L. infantum
than in dogs infected only with E.canis. In addition, the coinfected dogs have a more severe
disease than the ones with only one infection. We conclude that the presence of coinfection
by these infectious agents are endemic in the city of Teresina, Piaui, and that there is a
synergism between the two diseases. Therefore, we highlight here the relevance of studies
regarding epidemiology and improvement of diagnostic tests for prevention and / or control
of the diseases in a more effective way.

Key words: Leishmania infantum, Ehrlichia canis, coinfection,
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1 INTRODUCAO

Doencas Caninas Transmitidas por Vetores (DCTV) representam um desafio no que
concerne ao diagnostico. O qual é realizado principalmente por meio de achados laboratoriais e
com base nas manifestacBes clinicas. Entretanto, a maioria dos sinais fisicos sdo similares em
diversas doengas infecciosas caninas (CIARAMELLA et al, 1997), o que dificulta o diagnostico
clinico e o tratamento, especialmente em areas endémicas para mais de uma enfermidade, ou
quando o cdo é infectado com mais de um agente patogénico (MANA et al, 2009).

Algumas DCTV, como as causadas por Ehrlichia canis, Leishmania infantum, Rickettsia
spp, Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum e Bartonella spp, sdo de importancia
zoondtica e constituem um problema de saide publica em todo o mundo, sendo uma ameaga para
0s cdes e seus proprietarios (MCDADE, 1990; UNVER et al, 2001; OTRANTO; DANTAS-
TORRES; BREITSCHWERDT, 2009).

A frequéncia das doengas caninas transmitidas por vetores vem aumentando no mundo
inteiro. As condicdes para tal aumento envolvem diversos fatores, como viagens com animais de
estimacdo para areas endémicas e mudancas climaticas que tém impacto direto nos vetores
(abundancia, distribuicio geografica e capacidade vetorial) (BEUGNET; MARIE, 2009).

Dentre as DCTV, a Erliquiose Monocitica Canina (EMC) e a Leishmaniose Visceral
Canina (LVC) se destacam no Brasil pelo grande numero de animais infectados. Além disso,
apesar da epidemiologia dessas DCTV se sobreporem em muitas areas do mundo, uma vez que a
atividade do vetor e os periodos de transmissdo destes patdgenos sdo similares, o impacto das
coinfecc¢des, especialmente no Brasil, ainda é desconhecido (OLIVEIRA et al, 2009; CORTESE
et al, 2010; GAUNT et al, 2010; COUTO, 2010)

A LVC e a EMC séo causadas por patdgenos intracelulares obrigatorios, L. infantum e E.
canis, respectivamente. Entretanto, a L. infantum é transmitida por um flebotomineo, Lutzomyia
longipalpis, enquanto a E. canis, principalmente pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus (REY,
2001; NICHOLSON et al ,2010). Uma vez que esses parasitas tambem podem infectar humanos,
0s cdes tém um importante papel na epidemiologia da doenca humana (UNVER et al, 2001;
ISMAIL; BLOCH; MCBRIDE, 2010; DAY, 2011, SILVA et al, 2014).

A L. infantum é um patdgeno intracelular obrigatério das células do sistema mononuclear-

fagocitario, afetando principalmente 6rgdos como medula 0ssea, baco e o figado (MAIA et al,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492209000476
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492209000476
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492209000476
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2007; MOMO; JACINTHO; VASCONCELOS, 2014; LIMA.; SILVA; DOS-SANTOS, 2014). O
cdo € considerado o principal reservatorio doméstico da doenca (ASHFORD, 2000;
COURTENAY et al, 2002, CHAMIZO; MORENO; ALVAR, 2005). Os animais, uma vez
infectados, podem permanecer em um quadro infeccioso assintomético ou podem apresentar uma
doenca progressiva (REIS et al, 2006; LIMA; SILVA; DOS-SANTOS, 2014).

A EMC é uma doenca multissistémica que se manifesta pelas formas aguda, subclinica e
crénica. Logo, conhecer a frequéncia dessas afeccGes e quais manifestacbes clinicas sao
importantes para o diagndstico diferencial entre as mesmas possibilita a0 médico veterinario um
diagnostico seguro e precoce, levando a um progndstico satisfatorio. Assim, buscamos avaliar,
independente dos sinais fisicos, cdes atendidos no Hospital Veterinario Universitario da
Universidade Federal do Piaui (HVU-UFPI) e clinicas particulares da cidade de Teresina, Piaui, a

frequéncia de erliquiose, leishmaniose canina e coinfeccédo Leishmania- Ehrlichia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
As duas principais espécies causadoras da leishmaniose visceral sdo a Leishmania

(Leishmania) donovani e a Leishmania (Leishmania) infantum. Elas sdo responsaveis pela
infeccdo de mais de 400.000 pessoas e morte de outras 40.000 por ano (WHO, 2010; DESJEUX,
2013). A L. donovani é encontrada na Euréasia e na Africa, e afeta principalmente a populagio
pobre, que vive na zona rural do Nordeste Indiano e do leste da Africa (ALVAR et al, 2012).
Atribui-se a maioria dos casos da doenca causada pela L. donovani a uma infeccdo antropondtica,
de ser humano para ser humano. Em contraste, a infeccdo por L. infantum é zoonotica, ndo
apenas na regido mediterranea, onde provavelmente ela se originou, mas também na Ameérica
Latina (LUKES, 2007).

Esse protozoario é usualmente transmitido para o hospedeiro vertebrado, através da
picada de uma fémea de flebotomineo, durante o repasto sanguineo (READY, 2013), sendo que a
Lu. longipalpis é a espécie vetor de maior importancia epidemioldgica, no Brasil, na transmissao
da L. infantum (FELICIANGELI, 1999).

A leishmaniose visceral é a zoonose de maior importancia epidemioldgica no Brasil, uma
vez que essa doenca sistémica afeta tanto cdes como humanos. O Brasil é, também, o pais da
América do Sul com maior nimero de casos humanos e um dos cinco paises mais afetados no
mundo (OTRANTO; DANTAS-TORRES; BREITSCHWERDT, 2009). De 1995 a 2013, a soro-
prevaléncia da LVC em Teresina variou de 1,6% em 1996 a 41% em 2013, com média de 9%
(OLIVEIRA, 2014). A doenga canina precede a ocorréncia de casos humanos, e o cdo é
considerado o principal reservatério doméstico da doenga (HARHAY, 2011; LAURENTI et al,
2013).

Mudangas ambientais tais como a urbanizacdo e o desmatamento estéo entre as principais
causas de alteracdes na dinamica da doenca, como, por exemplo, aumento da prevaléncia e da
incidéncia da doenca em humanos, em animais domésticos e silvestres (DASZAK;
CUNNINGHAM; HYATT, 2000; BREARLEY et al, 2012). Além disso, muitas espécies de
flebotomineos parecem ter bastante facilidade para se adaptar a mudangas ambientais drasticas.

Outro fator importante é a influéncia de outros animais domésticos, que também atraem o vetor e


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492209000476
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492209000476
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contribuem para 0 aumento do risco de infeccdo tanto em cdes como em humanos (ALMEIDA et
al., 2012).

2.1.1 Ciclo de vida
A forma infectiva da Leishmania (promastigota metaciclica) se desenvolve no intestino

do vetor, Lu. longipalpis. Apds ser inoculado no hospedeiro definitivo, o parasita é entdo
fagocitado pelas células do sistema mononuclear fagocitario, onde se transforma na forma
amastigota, com a perda do flagelo.

Dentro dos fagolisossomos dos macrofagos recrutados, eles se multiplicam e causam a
lesdo primaria no sitio de infeccdo (READY, 2014). A partir dai, o parasita pode ser disseminado
via sanguinea ou linfatica, infectando macrofagos da medula éssea, linfonodo, figado, baco, bem
como dos rins e do trato gastrointestinal (ALEXANDER, 1992).

Recentemente, tem-se sugerido que carrapatos, como o R. sanguineus, também participam
do ciclo da LVC (COUTINHO et al, 2005; DANTAS-TORRES et al, 2010; PAZ et al, 2010;
COLOMBO et al, 2011). Campos et al. (2014) observaram que 22,9% dos carrapatos que se
alimentaram em cdes com Leishmaniose Visceral foram positivos na PCR para Leishmania spp.

em Teresina-Piaui.

2.1.2 Tratamento e controle

No Brasil, as principais préaticas profilaticas para o controle da doenca incluem o
tratamento sistematico e precoce de casos humanos, além de controle de vetores e eliminacao de
caes soropositivos (ZANETTE et al., 2014).

O controle efetivo e a eliminacdo definitiva da LVC na América Latina estdo longe de ser
uma realidade, uma vez que a L. infantum possui um grande reservatorio doméstico e um
reservatorio silvestre substancial. A existéncia de lacunas no conhecimento, a falta de
fiscalizacdo e envolvimento politico sdo, também, entraves ao controle da doenca (ROMERO;
BOELAERT, 2010).

No Brasil, a formulacdo mais usada no tratamento da Leishmaniose humana é o
antimoniato N-metil glucamina, na dose de 20mg kg/dia, com aplicacdo endovenosa ou
intramuscular, por no minimo 20 e no maximo 40 dias. Em caso de resisténcia a esse

medicamento, pode-se usar como alternativa o desoxicolato sodico de anfotericina B e suas
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formulacBes lipossomais (anfotericina-B-lipossomal e anfotericina-B-dispersdo coloidal), as
pentamidinas (sulfato e mesilato) e os imunomoduladores (interferon gama e GM-CSF)
(BRASIL, 2014; ROAT et al, 2014).

J& o tratamento da LVC ainda é alvo de muita controvérsia, as drogas tradicionalmente
empregadas sdo o antimoniato de meglumina, anfotericina B, isotionato de pentamidina,
alopurinol, cetoconazol, fluconazol, miconazol e itraconazol. Entretanto, todas tém tido baixa
eficacia com remissdo temporéria dos sinais fisicos (BRASIL, 2014). Além disso, ha evidéncias
que mesmo cdes assintomaticos sdo capazes de infectar o vetor e permanecer como reservatério
da doenca (LAURENTI et al, 2013).

Apenas uma vacina encontra-se comercialmente disponivel, a Leish-Tec®. Em um estudo
observou-se, em 11 meses pos-vacina, que 12.2% (5/41) dos animais vacinados com a
Leishmune® e 7.9% (3/38) dos vacinados com Leish-Tec® apresentavam parasitismo por L.
infantum e taxa de transmissdo no xenodiagndstico de 5.1% (2/39) e 5.4% (2/37),
respectivamente ( FERNANDES, 2014).

2.1.3 Diagnostico

O diagnostico e o tratamento dessas doencas caninas continuam a ser um desafio para os
veterinarios, uma vez que os sinais fisicos sdo similares e coinfec¢gbes com um ou mais agentes
sdo frequentes ou geram sinais clinicos atipicos (MEKUZAS et al, 2009). A confirmacdo
diagndstica dessas DCTVs inclui histérico de exposicdo ao vetor, sinais clinicos compativeis e
confirmacéo laboratorial, sendo suportada por testes citologicos, soroldgicos e moleculares.

O diagnostico da LVC é um dos passos essenciais no controle da doenca, inclusive
humana, uma vez que o programa de controle da leishmaniose no Brasil envolve a eliminagéo de
caes infectados (TESH, 1995). Esse é geralmente realizado por meio de testes soroldgicos, com a
deteccdo de anticorpos especificos anti-Leishmania no soro de animais infectados, juntamente
com os dados clinicos e epidemioldgicos (REIS et al, 2005).

O ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e o teste imunocromatografico rapido
DPP (dual path platamorf) vém sendo utilizados para controle e triagem da LVC (GRIMALDI et
al, 2012; COURA-VITAL et al, 2014; LAURENTI et al, 2014). Apesar de o0s testes sorol6gicos
terem alta sensibilidade, em &reas endémicas a sorologia positiva € insuficiente para o
diagnostico (COSTA et al, 1991).
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Além disso, estudos mostram que cdes assintomaticos podem se restabelecer e
desenvolver a doenga clinica ou permanecer assintomaticos por anos, até mesmo por toda a vida,
sendo que uma alta porcentagem desses cées € soronegativa e, no entanto, apresentam Reagdo em
Cadeia pela Polimerase (PRC) positivo (REIS et al, 2009; COURA-VITAL et al, 2011).

Mendonca et al. (2010) realizou uma pesquisa estudando cées de area endémica para LVC
(Teresina-Piaui) e ndo endémica (Vitdria-Espirito Santo). Em Teresina, 0s testes de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) 1:40, teste de aglutinacdo direta (DAT™) e teste de
aglutinacdo rapida (FAST™) obtiveram boa sensibilidade. J& os testes RIFI 1:80 e o Ensaio
Imunoenzimatico com Proteina Recombinante k39 (ICrK39) tiveram desempenho razoavel e a
PCR de sangue periférico detectou menos de 1/3 dos cées infectados. Na area ndo endémica, 0s
resultados da especificidade foram excelentes para o FAST™, DAT™, ICrK39 ¢ PCR de sangue
periférico, a RIFI 1:180 apresentou resultado moderado e a menor especificidade foi detectada na
RIFI 1:40, mostrando a grande variacdo nos resultados dos testes em diferentes cenarios de
transmissao.

O diagnéstico definitivo é baseado na visualizagdo do parasita em amostras provenientes
do aspirado do bago, medula dssea e linfonodo, ou, ainda, por material de lesdes de pele, corados
com Giemsa, ou em seccdo histopatologicas corados com HE. Outros métodos de visualizacdo
direta do parasita incluem o isolamento do parasita em cultura in vitro ou inoculacdo em animais
de laboratdrio (MAIA et al, 2007).

2.1.4 Imunologia

Na LVC a imunidade protetora esta associada a producdo de IL-2,IL-12, IFN- y e do TNF-a
(resposta Thl) por células mononucleares do sangue periférico, assim como a citotoxicidade de
celulas T CD8+ . As citocinas pré-inflamatdrias, principalmente o IFN-y e o TNF- o, ativam
macrofagos e estimulam a producdo de éxido nitrico, o que resulta na morte dos parasitas
intracelulares. Por outro lado, a susceptibilidade a infeccéo correlaciona-se principalmente com a
producéo de IL-10 e TGF-B, mas também IL-4, IL-5 e IL-13(resposta Th2). Assim, o balanco de
citocinas pré e antiinflamatorias, em conjunto com a patogenicidade da Leishmania determinam a
susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo (PINELLI et al, 1995; CORREA et al, 2007; LAGE et
al, 2007; MENEZES-SOUZA et al, 2011).
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Cées assintomaticos parecem ter um tipo diferente de resposta imune, que é caracterizada
por linfocitos T CD4+ e células B CD21+ com alta expressdo de IFN-y (REIS et al, 2006;
COURA-VITAL et al, 2011; MENEZES-SOUZA et al, 2011).

Em cdes soropositivos, tanto assintomaticos como sintomaticos, foi observada uma
diminuicdo de linfécitos T CD5+, T CD4+ e T CD8+, o que indica uma imunossupressao de
linfécitos T circulantes que contribui para a infeccéo e progressdo da doenca (BOURDOISEAU
et al, 1997; REIS et al, 2006; ALEXANDRE-PIRES et al., 2010; LEAL et al, 2014). Além disso,
esses animais apresentaram diminuicdo de linfocitos B CD21+, o que pode ser correlacionado
com 0 aumento da carga parasitaria na medula éssea e a severidade dos sinais clinicos, o que
sugere que essa subpopulacdo de linfocitos B pode ser um bom marcador de suscetibilidade a
LVC (BOURDOISEAU et al., 1997; COURA-VITAL et al, 2011; LEAL et al, 2014).

Em contraste, cdes assintomaticos soronegativos, porém positivos na PCR, ndo apresentaram
alteracdes nas populacoes celulares e ndo diferem do perfil encontrado em animais sadios (LEAL
et al, 2014).

2.1.5 Patogenia
A evolucdo clinica da LVC envolve claras alteracbes soroldgicas e nos parametros

bioquimicos e hematoldgicos que estdo diretamente relacionadas ao status clinico da doenca
(CIARAMELLA et al, 2005). As alteraces bioquimicas estdo ligadas a resposta imune humoral
policlonal, que leva a um aumento das proteinas totais no soro, caracterizado por
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, além da diminuicdo da razdo albumina/globulina
(MARZOCHI et al, 1985; CARDOSO; CABRAL, 1988).

Durante o curso da LVC observam-se alteracGes em varios parametros hematoldgicos, tais
como a reducdo significativa de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito, que caracterizaram a
anemia grave, especialmente em cées sintomaticos, sendo a anemia normocitica e normocrémica
a mais encontrada (MARZOCHI et al, 1985; CARDOSO; CABRAL, 1988). Além da anemia,
caes soropositivos apresentam eosinopenia, linfopenia e monocitopenia (REIS et al, 2006; LEAL
et al, 2014). Outrossim, a reducdo da contagem de células brancas do sangue em cées
sintométicos pode ser associada com a disfuncdo da medula 6ssea, com 0 parasitismo intenso
causando diminuigédo da hematopoiese (TROPIA DE ABREU et al., 2011).
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Os animais infectados podem permanecer em um quadro infeccioso assintomatico ou
podem apresentar uma doenca progressiva com sinais fisicos variados como perda de peso
progressiva, linfoadenomegalia local ou generalizada, hepatoesplenomegalia, onicogrifose e
lesGes cutaneas, tais como dermatites, ulceragdes e alopecia (GONZALEZ et al, 1990; FERRER
et al, 1991; CIARAMELLA et al, 1997; REIS et al, 2006; LIMA; SILVA; DOS-SANTOS,
2014). Alguns cédes tambem apresentam epistaxe, artrites, hemorragias intestinais,
ceratoconjutivites e uveites (FERRER et al, 1991). Nos estégios tardios da doenca, uma faléncia
renal crénica devido a glomérulo-nefrite imunomediada aparece na maioria dos animais doentes
(LEIB et al, 1989).

2.2 ERLIQUIOSE MONOCITICA CANINA (EMC)

A EMC é uma doenga causada pela Ehrlichia canis, uma rickettsia, da familia
Anaplasmataceae (TORRES et al, 2002). Essa bactéria foi descrita pela primeira vez por
Donatien & Letosquard (1935), na Argélia. Somente apds um surto em cdes da Armada
Americana, vitimando cerca de 300 cdes, a doenca foi caracterizada como uma enfermidade
canina (HUXSOLL et al, 1970). No Brasil, a E. canis foi identificada pela primeira vez em um
cdo na cidade de Belo Horizonte, no estado de Minas Gerais (COSTA et al, 1973).

A Ehrlichia é transmitida principalmente pela picada de um carrapato infectado, o
Rhipicephalus sanguineus (STICH et al, 2008), embora existam alguns relatos de transmisséo
pelo Amblyomma americanum (ANZIANI; EWING; BARKER, 1990), e transmisséo
experimental bem sucedida por Dermatocentor variabilis (JOHNSON et al, 1998). Além disso,
esse organismo € comumente transmitido por transfusdo sanguinea (REINE, 2004).

Os hospedeiros vertebrados mais comuns da E.canis sdo da familia Canidea - c&es,
coiotes, raposa e chacal (VIDOTTO, 2001). Entretanto, ha relatos de infeccdes em humanos
(SILVA et al, 2014) e em gatos (SANTAREM; LAPOSY; FARIAS, 2005)

Devido a distribuicdo geografica do vetor, observa-se uma alta prevaléncia de Erliquiose
em regides tropicais e subtropicais (ANDEREG; PASSOS, 1999; AGUIAR et al., 2013).
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2.2.1 Ciclo de vida da Ehrlichia canis
O microrganismo é adquirido pelo carrapato durante repasto sanguineo em um cdo

infectado. As larvas e ninfas se infectam quando se alimentam no hospedeiro, durante a fase
aguda da doenca, através da ingestéo de leucdcitos infectados (SMITH et al, 1976). No carrapato,
a bactéria se dissemina nos hemacitos do intestino para a glandula salivar. Nos carrapatos, a
bactéria se mantém somente por transmissdo transestadial ( WOODY; HOSKINS, 1991).
Portanto, as larvas de R. sanguineus ndo sdo importantes na transmissdo, porém podem se
infectar pelo agente, mantendo a infeccdo até o estagio adulto (SMITH et al, 1976)

O ciclo da E. canis se inicia quando a bactéria é inoculada no cdo. Estes agentes sdo
inoculados através das secrecOes salivares contaminadas durante a picada do carrapato e sdo
fagocitadoss por células mononucleares. Segundo Santarém (2003), a Ehrlichia penetra nessas
células sob a forma de corplsculos elementares, que sdo as formas individuais do parasita. Uma
vez na circulagdo, entram nos mondcitos por fagocitose e se replicam dentro de fagossomos da
célula hospedeira. A fusdo fagolisossomal ndo ocorre em células infectadas, permitindo aos
corpusculos elementares crescerem e se dividirem dentro dos limites do fagossomo por diviséo
binaria. As inclusdes intracelulares formadas pelas Erhlichias no hospedeiro sdo denominadas de
morulas (SMITH et al, 1976; TROY; FORRESTER, 1990). Todo o ciclo da infeccdo, desde a
invasdo da célula hospedeira pela Ehrlichia até a sua eliminacéo leva, aproximadamente, de 12 a
18 dias (WEISS, 2006).

2.2.2 Patogenia

Uma vez infectado com E. canis, a doenca no cdo pode progredir para trés fases da
doenca: aguda, subclinica e cronica (NEER, 1998). A fase aguda dura de 2 a 4 semanas e as
principais manifestacGes clinicas incluem febre, anorexia, perda de peso, linfoadenopatia,
hepatomegalia, esplenomegalia, lesdes oftalmoldgicas, desordens respiratdrias, desordens
gastrointestinais como vomito e diarréia, além de uma grande variedade de sinais neurologicos
(HARRUS et al, 1999; MYLONAKIS, 2014). Desordens hemostaticas como epistaxe, hematuria
e diarréia hemorragica também sdo comuns (BULLA, 2004). A alteragdo hematolégica mais
frequiente é a trombocitopenia, em aproximadamente 84% dos casos. Outros achados sdo anemia
normocitica normocrémica e leucopenia (TROY; FORRESTER,1990; MOREIRA et al, 2003;
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BORIN; CRIVELENTI; FERREIRA, 2009), sendo hiperglobulinemia, hipoalbuminemia e
hipergamaglobulinemia também comuns (WEN et al, 1995).

Também podem estar presentes elevacBes das atividades de aspartatoaminotranferase
(AST), fosfatase alcalina (FA) e alaninaminotransferase (ALT) (ALMOSNY, 1998;
MOONARMART, 20014;), discreta elevacdo dos niveis séricos de bilirrubina sem ictericia
(ALMOSNY, 1998), além de um aumento nas concentracdes séricas de uréia, creatinina e fosforo
(TROY, 2006).

A fase subclinica se inicia de 3 a 6 semanas apos a infec¢do com auséncia de sintomas
clinicos. Achados laboratoriais incluem trombocitopenia (WANER et al., 1997; VILLAESCUSA
et al., 2012), leucopenia e anemia nao-regenerativa (CODNER; FARRIS-SMITH, 1986;
BREITSCHWERDT; HEGARTY; HANCOCK, 1998). Ainda ndo sdo claramente entendidas as
condigdes que levam um cdo infectado na fase subclinica a desenvolver sintomas. Entretanto,
esse fato pode estar relacionado com a cepa do parasita, stress, coinfeccdes, localizacdo
geografica e reinfeccdes (BREITSCHWERDT; HEGARTY; HANCOCK, 1998; HARRUS et
al,1999).

Na fase cronica os sinais fisicos sdo similares aos da fase aguda, porém mais graves
(WANER et al., 1995). O envolvimento da medula 6ssea na fase crénica e a incapacidade do
animal de montar uma resposta imune efetiva levam a pancitopenia (HARRUS; BARK;
WANER, 1997). E importante salientar, no entanto, que numa infeccdo natural normalmente

essas fases ndo sdo bem distinguiveis.

2.2.3 Diagnostico

A EMC ¢é uma doenca complexa que possui diferentes fases clinicas, caracterizadas por
diversas expressdes, 0 que torna o diagnostico um desafio (BANETH et al., 2012). Além disso, a
ocorréncia de coinfeccbes com outros patdgenos como Anaplasma platys, Babesia canis, B.
vogeli, Hepatozoon canis e Leishmania infantum pode resultar em diferentes manifestaces da
doenca, dificultando ainda mais o diagndstico (LITTLE, 2010).

A imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido a técnica mais utilizada para diagnostico da
infeccdo por E. canis, desde que foi desenvolvida ( OLIVEIRA et al, 2000; HARRUS et al, 2002;
ORIA, 2004). Ja existe no mercado um teste rapido qualitativo (SNAP4DX test, Idexx, USA),
que, de acordo com René-Martellet et al. (2015), pode ser utilizado no diagndstico sorolégico da



26

EMC e tem a vantagem de ser de facil utilizacéo, rapido e capaz de detectar mais de uma DCTV
com uma pequena quantidade de soro. Entretanto, as técnicas soroldgicas possuem limitagOes
pois detectam que os cdes foram expostos a bactéria, ndo sendo Gtil para determinar se ha
infecgdo corrente ou para verificar a cura apds o tratamento com o antibiotico, além de apresentar
uma grande quantidade de falsos positivos em areas endémicas (IQBAL; RIKIHISA, 1994).

Outro método de diagndstico é a visualizagdo da mdrula intracitoplasmatica em esfregaco
de sangue periférico ou medula dssea, entretanto esta técnica é pouco sensivel e a morula s6 é
detectada em 4% dos casos positivos (ELIAS, 1991; HARRUS; WANER, 2011). Embora a
pesquisa de morula seja uma técnica de baixo custo, as mérulas praticamente s6 sdo encontradas
na fase aguda (ALMOSNY, 1998), o que limita bastante o diagnostico e pode acarretar um
elevado numero de falso-negativos.

O PCR tem maior sensibilidade e especificidade para detectar E. canis, principalmente em
regibes endémicas ou ap6és o tratamento, e tem sido amplamente utilizado no estudo desta
enfermidade (WEN et al., 1997; HARRUS et al, 2004; CORTESE et al, 2006; GAL et al, 2008;
SANTAMARIA et al, 2014). O PCR geralmente permite a detec¢do dos caes infectados com E.
canis na fase aguda da doenca, enquanto a sorologia permite a detec¢do nas fases tardias como
nas fases subclinica, cronica e em animais em recuperacio (RENE-MARTELLET et al, 2015).

Uma vez que o diagnostico da EMC pode se tornar demorado e custoso, podendo
inclusive prejudicar a eficacia do tratamento, Moonarmart et al. (2014) sugerem que a contagem
de plaquetas € um bom preditor de erliquiose monocitica em cdes, e que esse dado deve ser
utilizado como um teste de triagem antes da pesquisa do parasita. Entretanto deve-se ter atencédo

no diagnostico diferencial com outras patologias que também causam trombocitoponia.

2.2.4 Tratamento

Dentre os protocolos existentes para o tratamento da EMC, o antibiotico de eleicdo é a
doxiciclina, que consiste em um bacteriostatico da familia das tetraciclinas que atua em todos 0s
estagios da doenca canina (BRANGER; ROLAIN; RAOULT, 2004; EDDLESTONE et al, 2007,
DAVOUST et al, 2013; LAUMMAUNWAI et al, 2014).

O tratamento pode variar de acordo com a fase e o0 estado em que o animal se encontra, e
a dose recomendada pode variar de 5 a 10 mg/kg de peso corporal, duas vezes ao dia, por 30 dias
(EDDLESTONE et al, 2007; SCHAEFER et al, 2008; DAVOUST et al, 2013). Em caso de
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erliquiose subclinica é sugerido o prolongamento do tratamento por mais de 6 semanas
(HARRUS et al, 1998).

Entretanto, alguns cdes podem desenvolver intolerancia a doxiciclina (RISTIC et al,
1972). Nesses casos, sugere-se utilizar outras tetraciclinas, como a azitromicina (GALVAO et al,
2009) e cloranfenicol, em cées que ndo estejam com citopenia (COUTO, 2008). O tratamento
com rifamicina, apesar de ser capaz de acelerar a recuperacdo hematoldgica, ndo é capaz de
eliminar a E. canis durante a infec¢do aguda (THEODOROU et al., 2013). Até o momento, ndo
existe vacina comercial para a prevencdo da EMC, e o controle do carrapato continua a ser o

melhor método para prevencdo da doenca (RUDOLER, 2012).

2.2.5 Imunologia

A resposta imune desencadeada pela infeccdo por E. canis parece influenciar a
occorréncia dos sinais fisicos, os achados laboratoriais e a patogénese da doenca. No entanto, 0s
dados sobre a imunopatogénese da EMC em infec¢Ges naturais sdo escassos e controversos
(NEER; HARRUS, 2006).

Atualmente acredita-se que a resposta imune celular é a mais importante na protecéo
contra a EMC, entretanto essa hipdtese ndo tem, ainda, suficiente suporte experimental
(HARRUS et al, 1999).

Alguns estudos demonstram que existe predominancia de resposta tipo Thl, com
producdo de citocinas como interferon (IFN)-y e fator de necrose tumoral (TNF)-a (TAJIMA;
RIKIHISA, 2005), enquanto outros autores sugerem que na fase aguda de erliquiose canina existe
uma predominancia de citocinas como interleucina (IL)1-B ¢ IL8 e baixa expressdo de IFN-y,
TNF-a e IL-6 (UNVER et al, 2006). Em um estudo realizado in vitro, demonstrou-se que o IFN-y
tem efeito inibitorio na infec¢do das células por E. canis (TAJIMA; WADA, 2013).

O papel da resposta humoral na EMC ainda € pouco entendido. Os linfocitos B parecem
estar relacionados com uma resposta protetora, provavelmente mediada pela secrecédo de
diferentes citocinas e pela estimulacdo de linfocitos T CD4+ Ehrlichia-especificos (YAGER et
al., 2005; BITSAKTSIS et al., 2007). Entretanto, é também possivel que os baixos valores de
células B encontrados no sangue periférico em cées com sinais clinicos possam estar associados
com a alta concentracdo desses linfécitos nas células do rim, baco e medula 6ssea durante as
fases aguda e crénica (CODNER et al, 1992; NEER; HARRUS, 2006).
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Em cdes infectados com E. canis, tanto sintomaticos como assintomaticos, observa-se
uma resposta humoral significativamente mais elevada, com anticorpos da subclasse 1gG2,
quando comparados com a resposta de IgG1l. Essa diferenca pode ser observada tanto durante a
fase aguda da infeccdo como na fase subclinica, além de persistir durante o tratamento com
doxiciclina e por um breve periodo ap0s a cura. Dessa forma, parece ndo haver relacdo entre os
niveis de anticorpos E. canis-lgG com as diferentes fases da doenca
(HARRUS et al, 2001).

Uma vez que as citocinas IL-4 E IL-10 em humanos e camungongos induzem células B a
secretarem 1gG1 (STEVENS et al, 1988; BRIERE et al, 1994), enquanto o INF induz a secre¢édo
de 1gG2 (KAWANO, 1994), e assumindo que as subclases de 1gG representam marcadores para a
resposta imune dicotbmica Th1/Th2 também em cdes, a presenca de uma maior quantidade de E.
canis-1gG2 pode indicar uma producédo significante de citocinas tipo Thl durante a infeccéo
(HARRUS et al, 2001).

2.2.6 Cultivo in vitro de E.canis

As células DH82 sdo macrofagos oriundos de cdes com histiocitose maligna. Muito pouco
se sabe a respeito dessas células e suas propriedades, entretanto sdo extensamente utilizadas em
pesquisas médicas, principalmente para o estudo de processos cancerigenos e de doencas
infecciosas (CHIKAZAWA et al , 2014, HEINRICH et al, 2015). No cultivo in vitro, durante as
primeiras passagens (1-10), essas células se caracterizam por sua forma arredondada, com
pequenas projecdes citoplasmaticas, enquanto que apos varias passagens elas exibem uma forma
mais alongada com projecdes citoplasmaticas maiores. A porcentagem de células positivas para
CD14-, CD18-, CD45-, e CD80 diminui significantemente com o aumento do numero de
passagens, enquanto a expressdo de CD44, CD86, MHC-I, MHC-1l e ICAM-1 permanece
inalterada. A linhagem DH82 sdo células heterogénicas com diferentes propriedades antigénicas
e morfologicas (HEINRICH et al, 2015).

Além disso, as células DH82 tém sido amplamente utilizadas no cultivo de E. canis,
contribuindo para um maior entendimento da doenga canina (WELLMAN et al, 1988;
CARDOZO et al, 2011; ZWEYGARTH et al., 2013; ALVES et al, 2014). No Brasil, a E. canis

foi cultivada in vitro pela primeira vez utilizando-se essa linhagem, em 2002 (TORRES et al,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chikazawa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24065080
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heinrich%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25534080

29

2002). Além das células DH82, esses organismos tambem podem ser utilizados em cultivo celular
de mondcitos caninos (HEMELT et al, 1980).

2.3 COINFECCAO
Diferentes patdgenos podem, com frequéncia, parasitar concomitantemente 0 mesmo

hospedeiro e influenciar um ao outro, direta ou indiretamente. Coinfec¢es dependem néo apenas
dos agentes patogénicos, mas também das interacdes complexas entre eles, tanto no hospedeiro
definitivo como no intermediério. Essas interacdes estdo relacionadas com o estado imune do
hospedeiro, a cepa do parasita e as condi¢cdes ambientais (OTRANTO; DANTAS-TORRES;
BREITSCHWERDT, 2009).

Dessa forma, a patogénese de um parasita especifico em um determinado hospedeiro
coinfectado com outra espécie de parasita pode ser muito diferente daquela provocada por esse
parasita em um hospedeiro monoinfectado. Esse fato possui uma série de implicacbes nos
aspectos epidemiologicos e clinicos da parasitologia humana e veterinaria (COX, 2001).

S&o raros os estudos sobre coinfeccdo entre E. canis e L. infantum, embora seja uma
suspeita frequente entre veterinarios em areas de clima favoravel, como é o caso de Teresina,
Piaui, e de praticamente todo o nordeste do Brasil.

Além disso, tanto a E. canis como a L. infantum se disseminam da pele para o baco,
figado e medula dssea, ativando o sistema imune do hospedeiro, induzindo um leque de respostas
clinicas e imunopatoldgicas, que variam desde a infeccdo assintomatica até a doenca crénica, que
pode culminar com a morte do animal (ANDRADE et al, 2014).

Em um estudo longitudinal realizado com cées naturalmente infectados com L. infantum,
observou-se que ha um aumento na frequéncia e na severidade da sintomatologia clinica em
animais coinfectados com E. canis. Outro achado importante no acompanhamento destes cées é
que a infeccédo por E. canis foi anterior a infec¢do por L. infantum na maioria dos animais, o que
sugere que a erliquiose pode contribuir para 0 aumento da infecgdo por Leishmania (MEKUZAS
et al, 2009).

Em animais coinfectados por L. infantum e E. canis é observada uma reducdo da
agregacao plaquetaria, alem de um aumento no tempo de ativacdo parcial da tromboplastina e
diminuicdo da razdo albumina/globulina (CORTESE et al, 2006). Outro estudo, utilizando 131

caes, a prevaléncia de coinfecgdo entre L. infantum e E. canis foi de apenas 3%, sendo que a


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492209000476
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492209000476
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principal alteracdo hematoldgica encontrada foi a diminuicdo do nimero de plaquetas (COUTO,
2010). Em contrapartida, Paulan et al. (2013), ao analisarem o soro de 93 cées, em llha Solteira-
S8o Paulo, encontraram uma prevaléncia de 27% de coinfecgdo L. infantum-E. canis. Em
Teresina, Piaui, essa taxa foi de 6,3% em 270 animais estudados (SILVA et al, 2010).

Andrade et al.(2014), encontraram duas vezes mais parasitas de L. infantum na pele de
animais coinfectados com E. canis do que em animais monoinfectados, o que torna esses animais
mais infectivos para o vetor. Além disso, o autor relata que a salde dos cées coinfectados estava
severamente comprometida, com altos niveis de proteina plasmatica total, globulinas, fosfatase
alcalina, creatina, além de anemia acentuada. Essa diferenca é provavelmente devido ao
sinergismo entre os dois agentes infecciosos que infectam fagocitos mononucleares, resultando
na depressdo do sistema imune e favorecendo a replicacdo da Leishmania (MEKUZAS et al,
2009).

De fato, a E. canis provoca uma reducdo nos receptores do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (HARRUS et al, 2003), o que poderia, eventualmente,
exarcebar a evolugdo clinica da LVC e, assim, aumentar a carga parasitaria. Por outro lado, a
infeccdo por L. infantum também pode prejudicar a resposta imune humoral e celular do
hospedeiro e favorecer o estabelecimento ou reativacdo de uma infeccdo por E. canis pré-
existente (BARBIERI et al., 2006).

Existem poucos dados na literatura sobre o impacto da coinfec¢do no tratamento destas
enfermidades, entretanto parece haver uma diminuicdo na eficécia destes tratamentos, tanto na
remissdo dos sinais fisicos como na reducdo das alteracbes hematoldgicas, na coinfeccdo
(CORTESE et al, 2009; TOMASI et al, 2013).



3 OBJETIVOS

1. Estudar a cinética da coinfecc¢do in vitro.

2. Estimar a frequéncia da coinfeccdo Leishmania infantum e Ehrlichia canis nos animais de
Teresina/Piaui

3. Correlacionar a presenca da coinfeccdo com a severidade dos sinais fisicos, alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTUDO IN VITRO

4.1.2 Cultivo das células DH82 e cinética da infec¢do por E. canis e L. Infantum

As células DH82 (107células/mL) foram cultivadas em garrafas para cultivo de 25cm?,
incubadas a 37°C, 5% de CO-, em meio Dulbecco modificado (DMEM) (D6046-500ML SIGMA)
com 10% de soro de bezerro (SH30072.03 Hyclone). Conforme o seguinte protocolo:

As aliquotas contendo as células DH82 foram retiradas do nitrogénio liquido e mantidas
em gelo seco por aproximadamente 2 horas. A seguir, as células foram colocadas em banho-
maria a 37°C por 5 minutos e transferidas para tubo de 15 mililitros (mL) contendo 10 mL de
meio DMEM completo. Seguiu-se uma centrifugacdo de 10 minutos a 200g a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 mL de DMEM completo. Por fim, as
células foram transferidas para a garrafa de cultura, contendo 1mL de meio, e incubadas a 37°C
em 5% CO>. Apo0s 24 horas, descartou-se 5 mL do meio contendo as células DH82 da garrafa de
cultivo e adicionou-se 5 mL de meio DMEM completo novo e observou-se a viabilidade celular
em microscépio Optico. A cada 2 dias foram adicionados 2 mL de meio completo.

A cepa de E. canis foi doada pelo Departamento de Patologia e Clinica da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal da Bahia e mantida em células de linhagem DH82. Essas
células infectadas com E. canis foram descongeladas seguindo o mesmo protocolo utilizado para
descongelamento de DH82 ndo infectadas, e transferidas para uma placa de 24 pogos, com
laminulas, e a monocamada de células DH82 ja formada. A infecgdo (107 células infectadas/mL)
foi observada nos seguintes pontos pos infeccdo: 4horas; 20 horas; 28 horas; 40horas; 48 horas; 5
dias; 8 dias; 12 dias; 13 dias e 18 dias.

Para infeccdo com L. infantum, utilizou-se a cepa (MHOM/BR00/Ba-262) isolada
originalmente de um cdo com Leishmaniose visceral, e mantida, em hamsters. As formas
amastigotas foram recuperadas de bagos de hamsters e convertidas em promastigotas em meio
Schneider (Sigma Chemical Co., St.Louis, MO), suplementado com soro fetal bovino 20% (FBS)
(Hyclone Laboratories, Inc., Utah, USA) e 100mg/mL de gentamicina (Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO). As formas promastigotas foram mantidas a 25°C, por no maximo quatro passagens.
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Ao atingir a fase estacionéria, centrifugou-se o meio contendo as formas promastigotas, a 200 g
por 30 minutos, a seguir o sobrenadante foi transferido para um tubo e centrifugado a g por 30
minutos. Ressuspendeu-se o pellet em 0,8mL do meio DMEM completo. A contagem das
Leishmanias foi realizada em cadmera de Neubauer e a concentragdo foi ajustada para 108
parasitas/mL. Essa solucdo foi utilizada para infeccdo ou coinfeccdo Leishmania-Erlichia de
células DH82, em placa de 24 pogos, nos mesmos pontos utilizados durante a infeccdo por E.
canis.

Foram realizados cinco experimentos para cada grupo (somente L. infantum, somente E.
canis e coinfetados), nos diferentes pontos. As laminulas foram coradas com pandtipo e
observadas em microscopio dptico. A contagem das células infectadas, foi realizada por dois
observadores independentes, foi utilizada quatro campos por lamina, num total de 100 células
contadas por campo.

4.2 ESTUDO IN VIVO

4.2.1 Amostras

Foram utilizados 664 caes, para estimar a frequéncia das doencas estudadas. Os animais
sdo provenientes do Hospital Veterinario Universitario da Universidade Federal do Piaui (HVU-
UFPI) e de clinicas particulares da cidade de Teresina, Pl, no periodo de marco de 2012 a
setembro de 2014, independente de sexo, raca, idade e suspeita clinica, excluindo os caes que
vinham apenas para vacinacdo. Desses animais, 352 foram avaliados clinicamente, quanto a
presenca de sinais fisicos.

Critérios de inclusdo:
e Cdes atendidos no Hospital Veterinario Universitario da Universidade Federal do Piaui e
em clinicas particulares de Teresina.
Critérios de Exclusao:
e Caes que foram atendidos (HVU/UFPI ou clinicas particulares) apenas para vacinagéo.
e Cdes positivos no exame sorologico, porém negativos nos testes parasitoldgicos ( cultura,

exame direto e PCR)
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4.2.2 Coleta e preservacao das amostras

De cada animal foram colhidas trés amostras sanguineas, por venopuncao jugular, duas
em tubos a vacuo de polipropileno com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), uma para
analise hematoldgica e outra armazenada em freezer a — 20° C para posterior extracdo de DNA e
realizacdo da Reacdo em Cadeia de Polimerase (nPCR) para a deteccdo de E. canis. A terceira
amostra era colhida em tubos & vacuo sem anticoagulante, para realizagdo das andlises
bioquimicas. O soro foi armazenado a — 20° C para realizacdo da sorologia para deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania

Além disso, foram colhidos aspirado de medula 6ssea e linfonodo dos cdes para a
realizacdo da PCR para deteccdo de L. infantum, e para o exame parasitologico através da
visualizacdo direta do parasita, na cultura (NNN enriquecido com Schneider), ou em esfregaco de
medula déssea corado com Giemsa. As culturas de linfonodo popliteo e medula 6ssea foram

observadas a cada trés dias no periodo de um més.

4.2.3 Avaliacéo Fisica

Os cées foram submetidos a exame clinico detalhado e os dados referentes a procedéncia,
sexo, idade e todos os sinais fisicos observados foram descritos em ficha clinica. Os cdes com
doenca mais severa apresentaram até 12 sinais fisicos e 0s cdes saudaveis ndo apresentaram
nenhuma alteracdo fisica. Dessa forma, os animais receberam escore de acordo com a quantidade
de sinais fisicos, sendo que receberam escore zero aqueles que ndo tiveram alteracdes clinicas, e
escore 12 os animais com doze alteracfes clinicas. Os sinais fisicos observados nos animais
foram: lesdes de pele, alopecia, apatia, esplenomegalia, conjuntivite, uveite, palidez das mucosas,
febre, hepatomegalia, perda de peso, diarréia, onicogrifose, epistaxe, uveite, emagrecimento,
mucosas palidas, vomitos, incordenacdo motora, blefarite, hiperqueratose, seborreia seca e

paresia do trem posterior,
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4.2.4 Analises hematoldgicas e bioquimicas

As andlises hematoldgicas e as bioquimicas foram realizadas no Centro Veterinario
Animal (CRIAR) e no Laboratério de Patologia Clinica do HVU-UFPI, respectivamente. Para o
hemograma utilizou-se a técnica automatizada em equipamento Vet ABC, e a contagem
diferencial de leucdcitos realizada a partir da observacdo de esfregaco sanguineo corado com
método de May-Grunwald-Giemsa. As dosagens bioquimicas para determinagdo das
concentracdes séricas de TGP/ALT, uréia, creatinina, proteina total, albumina e globulina foram
realizadas utilizando Kkits comerciais (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil),

conforme recomendacdes do fabricante.

4.2.5 Extragdo de DNA

Para extracdo de DNA das amostras, utilizou-se o kit QlIAamp® DNA Mini Kit (cat
n.51306), seguindo as recomendacgdes do fabricante, etapa realizada no Setor de Doencas
Parasitarias no Laboratorio de Sanidade Animal LASAN da UFPI.

4.2.6 Elisa para detec¢do de anticorpos especificos de Leishmania em caes

Para o diagnostico sorolégico utilizou-se o kit EIE (Ensaio Imunoenzimético) da BIO-
MANGUINHOS (Instituto de Tecnoldgica em Imunobioldgicos), de acordo com a recomendacao

do fabricante.

4.2.7 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) E Nested-PCR (N-PCR)

4.2.7.1 Oligonucleotideos iniciadores

Foram utilizados dois pares de oligonucleotideos iniciadores para a realizacdo do nested
PCR. As sequéncias estavam de acordo com Wen et al. (1997). Para detec¢do de E. canis, as
sequéncias utilizadas na primeira fase da reacdo (PCR) foram “EOH sense”

5’AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC3’ e 0 “EOH antisense”
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5’CGTATTACCGCGGCTGCTGGC 3’ e para a segunda fase da reacdo (nested PCR), o “ECA
sense” 5° CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA 3’ e o “ECA antisense” 5’
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 3°.

Para deteccdo de Leishmania a PCR foi realizada tendo como alvo uma regido conservada
de DNA de cinetoplasto do género Leishmania. Para tal, foram utilizados os iniciadores: 150 5"-
GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA-3’ e 152 5'-
(CIG)(CIG)(CIG)(AIT)CTAT(A/IT)TTACACCAACCCC-3’ (DEGRAVE, 1994)

4.2.7.2 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e nested-PCR

A reacdo de PCR para deteccéo de Leishmania foi realizada em um volume final de 25 pL
composta de: 22,5uL de PCR SuperMix (Cat. No. 10572-014), 1uL de cada iniciador (10pmol) e
2,5uL da amostra de DNA extraido. A amplificacdo das amostras aconteceu nas seguintes
condicBes térmicas: desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos, seguidos de 35 ciclos com
temperatura de desnaturacao de 94°C por 1 minuto, ligacdo dos iniciadores a 55°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 1 minuto e uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.

J& para a deteccdo de E. canis foram realizadas duas reacbes de PCR(NESTED-PCR)
com volume total de 25ul, uma mistura de 0,625U de enzima Taq DNA Polimerase
(Invitrogen®, EUA), 1,5mM MgCL2, 1x Taq buffer, 0,2mM de dNTP (Invitrogen®, EUA), 200
nM de primers e 15,05ul de 4gua Milli Q autoclavada por reacdo. A primeira amplificacdo foi
realizada com uma desnaturacéo inicial a 94°C por cinco minutos, posteriormente uma sequéncia
de 40 ciclos: desnaturacdo a 94°C por um minuto, anelamento a 65°C por cinquenta segundos e a
extensdo dos primers a 72°C por quarenta e cinco segundos e, um ciclo final de cinco minutos a
72°C. Ja a segunda amplificacdo foi realizada com os seguintes passos: 94°C por cinco minutos,
seguido de 3 ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por um minuto, 72°C por 45 segundos, e por
fim, 32 ciclos de 92°C por um minuto, 55°C por 60 segundos, 72°C por 45 minutos e uma
extensdo final de 5 minutos por 72°C. Todas as amplificagdes foram realizadas em termociclador
automatico (Bioer Gene pro®).

Os produtos obtidos da amplificacdo da PCR para deteccdo de E. canis e de L. infantum
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corados com brometo de etideo

(0,5ug/mL) e examinados comparativamente com marcadores de DNA de 100 pares de bases
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(bp). Foram considerados positivos para E. canis os produtos de PCR com tamanho de tamanho
aproximado de 390 pares de bases (pb) e para Leishmania os de 120 pb. As leituras foram
realizadas com transluminador UV (BioAgency) e fotografadas em fotodocumentador (Bio-
Imaging Systems) no Laboratério de Biologia Molecular do Setor de Patologia Animal
CCA/UFPI.

Foi considerado positivo para Leishmania infantum, o cdo que possuia pelo menos um dos
testes parasitologicos positivos (PCR, cultura com NNN ou esfregaco medular). Em relacéo a E.
canis, o PCR foi o Unico teste utilizado para o diagnostico.

Ap0s os testes soroldgicos e parasitoldgicos os animais foram divididos em quatro grupos:

1. OQutras patologias: animais sem infeccdo por E. canis ou L. infantum.

2. L. infantum: Animais com infeccdo por L. infantum e parasitologicamente negativos para
E. canis.

3. E. canis: cdes com infeccdo por E. canis, porém sorologicamente e parasitologicamente
negativos para L. infantum.

4. Coinfectados: cdes com infeccdo para L. infantum e E. canis.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos parametros hematoldgicos e bioaquimicos utilizou-se ANOVA. O teste
do Qui-quadrado foi calculado para avaliacdo da sintomatologia fisica entre os grupos, com
intervalo de confianca de 95%. Para analise da coinfeccdo, por PCR, utilizou-se o teste de
Fisher.Todas as analises foram realizadas pelo software GraphPad Prism 5 (GraphPad software,
Inc., San Diego, CA, USA).

O célculo amostral foi realizado, considerando um poder de 99% e um Cohen’s d de 0.05,
levando em conta que existem cerca de 400.000 cdes no Municipio de Teresina-Pl, e que a
prevaléncia da leishmaniose visceral canina é de 41% na cidade, de acordo com os dados do

Centro de Zoonoses de Teresina. O tamanho calculado da amostra foi de 296 animais.
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4.4 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
CEEA/UFPI — N° 022/13.

5 RESULTADOS

5.1 CINETICA DA INFECCAO DE CELULAS DH82

Quando as células DH82 foram infectadas com Leishmania, observamos que do primeiro
ponto (4horas) até 48 horas ocorre um aumento na porcentagem de células infectadas, que varia
de 50% a 65%. A partir dai, a taxa de infectividade comeca a decair até que, finalmente, no
décimo oitavo dia ndo se observa mais parasitismo nas células.

Ao serem infectadas somente por E. canis, apds 4 horas de infec¢cdo, observou-se que
20% das ceélulas estavam infectadas. Essa infecgdo aumentou com o passar do tempo, até que no
dia 18 pos infeccdo 90% das células estavam infectadas com a bactéria.

A coinfecgdo resultou em uma quantidade menor de células parasitadas por L. infantum
nas primeiras horas de infeccdo. A partir do quinto dia da infeccdo por L. infantum ocorre uma
diminuicdo progressiva das amastigotas, mesmo na monoinfeccdo, até ndo ser mais possivel
visualizar as formas amastigotas a partir do 12° dia. Nao houve diferenga na cinética da infecgcdo

por E. canis, quando comparamos a monoinfecgdo com a coinfecgao
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Figura 1. Cinética da coinfeccdo in vitro em células DH82.

Figura 2. Células DH82 infectadas com L. infantum e E.canis.
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5.2 FREQUENCIA DAS INFECCOES POR L. INFANTUM E E. CANIS.

Tabela I. Frequéncia da infec¢do por Leishmania infantum e Ehrlichia canis

Infetccéo Frequéncia (PCR)
L. infantum 17% (113/664)
E.canis 22,9% (152/664)
Coinfeccao 12,1% (80/664)
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Figura 3. Coinfeccao Leishmania infantum e Ehrlichia canis. Foi realizado PCR para deteccdo de
Leishmania infantum e nested PCR para deteccdo de Ehrlichia canis. Teste Fisher p < 0,001

Para deteccdo da infeccdo por Leishmania utilizamos a reacdo em cadeia pela polimerase,
0 DNA foi amplificado em 29,1% dos 664 cées testados, destes 17% estavam monoinfectados e
12,1% também estavam infectados por E. canis. Ja a bactéria, E. canis, foi detectada em 35% das
amostras pela técnica de nested PCR, sendo 22,9% monoinfectados. A coinfect¢éo foi detectada
em 12,1% (80) desses cées, ou seja, houve amplificacdo tanto para L. infantum como para E.
canis. (Tabela I).

Tambeéem realizamos o teste sorologico ELISA para Leishmania, nos 644 cdes, e

encontramos uma frequéncia de 24% (160 animais).
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5.3 GENERO E IDADE

E.canis

60 L.infantum

51,5% . ~
’ 56% Coinfeccéo

48,5%

N&o infectados

Animais

Figura 4. Distribui¢do, de acordo com o género, da infeccdo por Leishmania infantum e Ehrlichia
canis. Numero de animais Ehrlichia canis: 88; Leishmania infantum: 101; Coinfectados: 89; Né&o
infectados: 74.

Tabela Il. Distribuicéo da infecgdo por Ehrlichia canis e Leishmania infantum, de acordo com a
Jade

. . NAO
E. canis L. infantum COINFECTADO
IDADE INFECTADO
(n=88) (n=101) (n=89) (n=74)
<1 ANO 34% 28,7% 30,2% 39,2%
1-5 ANOS 49% 45,6% 48,5% 41,9%
>5 ANOS 17% 25,7% 21,3% 18,9%

Nos cées com monoinfeccdo por L. infantum, 51,5% cées eram machos e 48,5% fémeas.
Os animais acometidos por essa enfermidade tinham principalmente entre 12 meses e 5 anos

(49%), e menos de 1 ano (34%) (Tabela Il). Entre os animais infectados apenas com E. canis,
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56%, eram machos e 44% fémeas. A maioria -49%- encontrava-se na faixa etéria entre 1 e 5 anos
no momento da avaliacdo clinica. Em cées coinfectados, diferentemente dos 48,5% dos animais
tinham entre um e cinco anos. Entretanto, considerando o total de positivos na PCR, néo houve
diferenga significativa (P>0,05) entre nenhuma dessas variaveis e a positividade para E. canis e

L. infantum.

5.4 PARAMETROS HEMATOLOGICOS
Ao analisar o hematdcrito dos cées estudados, encontrou-se diferenca significativa

(p<0,0001) entre o grupo de caes negativos para as duas infec¢des e 0s outros trés grupos
estudados. Além disso, os cées infectados somente com L. infantum ou somente com E. canis
tiveram valores no hematdcrito significativamente maiores do que aqueles que estavam
coinfectados (figura 5). Valores significantemente menores de hemécias foram observados em
cdes coinfectados quando comparados com o grupo de animais monoinfectado tanto com L.

infantum como com E. canis (figura 6).

p<0,001

\%

VgV

Figura 5. Valores do hematocrito (%) em cées infectados com Ehrlichia canis e Leishmania infantum. O
teste ANOVA foi utilizado para analise dos dados (p>0,0001).
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p<0,001

Figura 6. NUmero de hemécias(x10%/uL) em cdes infectados com Ehrlichia canis e Leishmania infantum.
O teste ANOVA foi utilizado para analise dos dados (p>0,0001).

Com relagdo ao nimero de PMN (polimorfonucleares) nos diferentes grupos estudados,
observou-se que o0s animais infectados apenas com E. canis apresentaram valores
significantemente maiores que 0s animais com coinfec¢do Leishmania-Ehrlichia (figura 7). Nao

houve diferenca entre os grupos em relacdo ao nimero de linfdcitos (figura 8).
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p<0,005

Células/ microlitros

Figura 7. Polimorfonucleares em cées infectados com Ehrlichia canis e Leishmania infantum.O teste
ANOVA foi utilizado para anlise dos dados (p>0,0001).

15000+
10000+

5000+

Células/ microlitros

Figura 8. Linfécitos em cées infectados com Ehrlichia canis e Leishmania infantum. O teste ANOVA foi
utilizado para analise dos dados.
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O numero de monacitos nos caes monoinfectados, seja com L. infantum ou com E. canis,
foi significativamente maior do que naqueles coinfectados (figura 9). O grupo de animais sem
infeccdo apresentou maior nimero de plaquetas dentre todos os grupos, sendo essa diferenca
expressiva estatisticamente em relacdo ao grupo monoinfectado com E. canis. Além disso, foi
observado numero significativamente maior de plaquetas nos cées infectados com L.infantum
(monoinfectados ou coinfectados) quando comparados com os infectados apenas com E. canis
(figura 10).
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Figura 9. Mondcitos em cées infectados com Ehrlichia canis e Leishmania infantum. O teste ANOVA foi
utilizado para analise dos dados (p>0,0001)
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p<0,001

Figura 10. Plaquetas em cées infectados com Ehrlichia canis e Leishmania infantum. O teste ANOVA foi
utilizado para analise dos dados (p>0,0001).

Nos animais positivos apenas para L. infantum (113 cdes) as alteracGes hematoldgicas
foram: anemia normocitica normocrémica em 42,5% dos cdes, trombocitopenia em 39,8%,
leucocitose em 16,1%, eosinopenia em 11,9%, dentre outras alteracbes em menor quantidade.

Nos caes infectados somente por E. canis, 0s principais achados hematoldgicos foram:
trombocitopenia em 72,3%, anemia em 66,2%, sendo principalmente entre normocitica
normocrémica em 48% dos cdes e Normocitica Hipocrémica em 7,4%. Ocorreu leucocitose em
21% dos animais, e eosinopenia em 10,1% (Figural0).

Nos cdes coinfectados as principais alteracdes hematol6gicas foram: anemia Normocitica

Normocrémica (71,6%), trombocitopenia (60%), eosinopenia (23,3%) e linfopenia (13,3%).
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Neutrofilia -5‘9%
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Figura 11. Frequéncia das alteracdes hematoldgicas em cées infectados com L. infantum, E. canis
coinfectados.
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5.5 PARAMETROS BIOQUIMICOS

As principais altera¢fes bioquimicas nos 113 cdes com infeccdo apenas por L. infantum
foram hiperalbuminemia em 65,5%, hipoglobulinemia em 58,6%, e hiperproteinemia em 39,6%.
Ja nos 152 animais monoinfectados por E. canis a hipoalbuminemia e a uremia foram as
principais alteragfes encontradas, com 22,4% e 17,3% , respectivamente (Tabela I11).

Dentre os 80 cdes -coinfectados, 43,1% apresentaram hiperalbuminemia, 38%
hipoglobulinemia, e 22,4% hiperproteinemia. N&@o foi observada nenhuma diferenca estatistica

guando comparamos 0s grupos mono e coinfectados quanto as altera¢fes bioquimicas.

Tabela I11. Frequéncia das alteragdes bioquimicas em cées infectados com L. infantum, E. canis ou
coinfectados.

Alteragdes Bioquimicas L. infantum E. canis Coinfeccao
(n=113) (n=152) (n=80)
Dimunic&o da Ureia 15,8% 34,8% 6,8%

Aumento da Ureia 6,8% 5,9% 5%

Diminuicao da Creatinina 5,9% 6,7% 1,7%
Aumento da Creatinina 5,9% 7,6% 2,5%
Diminuicao do ALT 2,5% 3,4% 0,8%
Aumento do ALT 6,8% 9,3% 8,5%
Hipoproteinemia 8,6% 3,4% 5,2%
Hiperproteinemia 39,6% 17,3% 22,4%
Hipoalbuminemia 48,1% 22,4% 41,3%

Hiperglobulinemia 43% 17,3% 38%
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5.6 SINTOMATOLOGIA CLINICA

A fim de avaliar quais sinais fisicos podem ajudar a distinguir um cdo com infec¢do por
Leishmania infantum dos que estdo infectados com Ehrlichia canis ou coinfectados, analisamos
os diferentes sinais fisicos encontrados quanto ao tipo de infecg&o.

Em relacdo a presenca de lesdes na pele, dos 74 animais sem infecgdo, 21 apresentaram
lesbes e 53 ndo. Dos animais infectados apenas com L. infantum, 63 apresentaram esse sinal
clinico, enquanto que dos com infec¢do somente por E. canis, 36 dos 88 caes apresentaram algum
tipo de leséo na pele. Dos animais coinfectados, 15 dos 89 cées, ndo tinha nenhuma leséo na pele.
Foi detectada uma diferenca estatistica entre os grupos de cdes EcN-LiP e o grupo EcP-LiN.
Além disso, dos cédes que tinham infeccdo somente por Leishmania, hd um nimero de animais
com lesbes de pele significantemente maior do que os que estavam duplamente infectados
(Figura 12).
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Figura 12. Frequéncia de animais com presenca de lesdes na pele avaliados quanto a infeccdo por
Leishmania infantum e Ehrlichia canis. Teste Qui Quadrado (¥2) p< 0,0001. Positivo para E. canis (P); Negativo
para E. canis (N). ECNLIN (E. canis negativo; L. infantum negativo), ECNLiP (E. canis negativo, L. infantum
positivo), EcPLIN (E.canis positivo; L. infantum negativo), EcPLiP (E.canis positivo; L. infantum positivo).
Numero de animais Ehrlichia canis: 88; Leishmania infantum: 101; Coinfectados: 89; Nao infectados: 74.
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No grupo de cdes infectados somente com L. infantum a frequéncia da linfoadenopatia, 82
dos 101 animais, foi significantemente maior que a grupo dos infectados apenas por Ehrlichia, no
qual 51 dos 88 cdes apresentaram esse sinal clinico. Os animais ndo infectados, 51 de 74,
apresentaram aumento nos linfonodos, além disso, nos coinfectados foi detectado esse sinal
clinico na maioria dos cées (51/89) (Figura 13).

N&o foram encontradas diferencas significativa entre 0s grupos de animais que tiveram
perda de peso. Nos cées infectados somente com L.infantum, 69 dos 101, ndo tiveram perda de
peso, de forma semelhante os cées infectados apenas com E. canis, apenas 21 tiveram perda de
peso até o momento do atendimento clinico. No tocante aos animais ndo infectados, em apenas
15 dos 74 observou-se perda de peso, enquanto que nos duplamente infectados 29 perderam peso,
e 60 néo (Figura 14).
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Figura 13. Frequéncia de animais com linfoadenopatia avaliados quanto a infecgdo por Leishmania
infantum e Ehrlichia canis. Teste Qui Quadrado (¥2) p< 0,0001. EcNLiN (E. canis negativo; L. infantum
negativo), ECNLiP (E. canis negativo, L. infantum positivo), EcPLIN (E.canis positivo; L. infantum negativo),
EcPLiP (E.canis positivo; L. infantum positivo). Ndmero de animais Ehrlichia canis: 88; Leishmania
infantum: 101; Coinfectados: 89; Ndo infectados: 74
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Figura 14. Frequéncia de animais com perda de peso avaliados quanto a infeccdo por Leishmania
infantum e Ehrlichia canis. Teste Qui Quadrado (y2) p< 0,0001. EcNLiN (E. canis negativo; L. infantum
negativo), ECNLIiP (E. canis negativo, L. infantum positivo), ECPLIN (E.canis positivo; L. infantum negativo),
EcPLiP (E.canis positivo; L. infantum positivo). NUmero de animais Ehrlichia canis: 88; Leishmania
infantum: 101; Coinfectados: 89; N&o infectados: 74
A presenga de animais com areas com alopécia foi verificada em nimero significantemente
maior no grupo monoinfectado com L. infantum (42/101) em relacdo ao grupo positivo apenas
para E. canis (35/88). Os demais grupos ndo apresentaram diferenca estatisticamente relevante
entre si (Figura 15).
Dos 74 animais sem infeccdo, apenas trés apresentaram apatia durante o exame clinico,
enquanto que no grupo dos animais duplamente infectados 14 apresentaram o sintoma, e 75 nao.
Quando comparamos 0 grupo EcN-LiP (29/101) com o EcPLIN (5/101), o nimero de cdes com

apatia foi significantemente maior no primeiro grupo do que no segundo( Figura 16).
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Figura 15. Frequéncia de animais com alopécia avaliados quanto a infeccdo por Leishmania infantum e
Ehrlichia canis. Teste Qui Quadrado (x2) p< 0,0001. ECNLIN (E. canis negativo; L. infantum negativo), ECNLiP
(E. canis negativo, L. infantum positivo), ECPLIN (E.canis positivo; L. infantum negativo), EcPLIiP (E.canis
positivo; L. infantum positivo). NUmero de animais Ehrlichia canis: 88; Leishmania infantum: 101;
Coinfectados: 89; Nao infectados: 74.
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Figura 16. Frequéncia de animais que apresentavam apatia avaliados quanto a infecgdo por Leishmania
infantum e Ehrlichia canis. Teste Qui Quadrado (¥2) p< 0,0001. EcNLiN (E. canis negativo; L. infantum
negativo), ECNLIiP (E. canis negativo, L. infantum positivo), ECPLIN (E.canis positivo; L. infantum negativo),
EcPLiP (E.canis positivo; L. infantum positivo). NUmero de animais Ehrlichia canis: 88; Leishmania
infantum: 101; Coinfectados: 89; N&o infectados: 74
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Nos animais duplamente infectados, 11 dos 78 cdes apresentaram conjutivite no exame
clinico, enquanto que nos ndo infectados, apenas 4 dos 74. Observou-se diferenca significativa
entre os grupos infectados apenas com Leishmania (9/101) e os infectados somente com
Ehrlichia (1/87) (Figura 17).
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Figura 17. Frequéncia de animais que apresentavam conjuntivite avaliados quanto a infec¢do por
Leishmania infantum e Ehrlichia canis. Teste Qui Quadrado (x2) p< 0,0001 EcNLIiN (E. canis negativo;
L. infantum negativo), ECNLIiP (E. canis negativo, L. infantum positivo), ECPLIN (E.canis positivo; L.
infantum negativo), ECPLIP (E.canis positivo; L. infantum positivo). Ndmero de animais Ehrlichia canis:
88; Leishmania infantum: 101; Coinfectados: 84; Nao infectados: 63.
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Nos animais monoinfectados com L. infantum, 37 de 101, apresentram mucosas palidas,
enquanto que nos infectados com E. canis, em 36 de 88 animais foi verificado esse sintoma. Nos
animais coinfectados, 24 tinham mucosas palidas e 52 ndo. N&o foi observada nenhuma diferenca
entre os grupos (Figura 18).
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Figura 18. Frequéncia de animais que apresentaram mucosas palidas avaliados quanto a infeccdo por
Leishmania infantum e Ehrlichia canis. Teste Qui Quadrado (32) . ECNLiN (E. canis negativo; L. infantum
negativo), ECNLIiP (E. canis negativo, L. infantum positivo), ECPLIN (E.canis positivo; L. infantum negativo),
EcPLIiP (E.canis positivo; L. infantum positivo). ). Nimero de animais Ehrlichia canis: 88; Leishmania
infantum: 101; Coinfectados: 89; Néo infectados: 74

Nos 101 animais infectados apenas por L. infantum os principais sinais fisicos foram
(Tabela 1V): linfadenopatia 92%, lesdes na pele 74,2%, onicogrifose 41,6%, emagrecimento
37,6%, seborréria seca 16,8%, apatia e hiperqueratose 14,8%, uveite e conjutivite 8,9%.

Avaliando-se os sinais fisicos dos 88 animais infectados apenas com E. canis, 0s principais
achados foram: linfadenopatia 57,3%, lesdes na pele 41,5%, onicogrifose 40,02%, mucosas
hipocoradas 39%, emagrecimento progressivo 24%, febre 11%, diarréia 3,7%, apatia, uveite e
epistaxe 1,2%. Nos 89 animais coinfectados os principais sinais fisicos foram: linfadenopatia
76,8%, lesbes na pele 67%, mucosas palidas e onicogrifose 53,8%, seborréria 35,2%,

emagrecimento 30,8%.



Tabela V. Frequéncia de sinais fisicos em cées infectados com L. infantum, E. canis ou coinfectados.

Sinais Fisicos L. infantum E. canis Coinfectado
(n=101) (n=88) (n=89)
Linfoadenopatia 92% 57,3% 76,8%
LesGes de pele 74,2% 41,5% 67%
Onicogrifose 41,6% 40,2% 53,8%
Mucosas palidas 40,6% 39% 53,8%
Emagrecimento 37,6% 24,4% 30,8%
Seborréia seca 16,8% 35,2%
Apatia 14,8% 1,2% 13,2%
Hiperqueratose 14,8% 15,4%
Uveite 8,9% 1,2% 3,3%
Conjuntivite 8,9% - 9,9%
Nédulos 7,9% - -
subcuténeos
Febre 6,9% 11% 12%
Esplenomegalia 5,9% - 10,9%
Incordenacéo 4% - 2,2%
motora
Blefarite 4% - 4,4%
Paresia do trem 2% - -
posterior
Hepatomegalia 2% - 1%
Epistaxe 1% 1,2% 2,2%
Diarreia 1% 3,7% -
Vomitos - - 1%
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Figura 19. Numero de sinais fisicos em cées infectados com Ehrlichia canis e Leishmania infantum. Teste
Qui Quadrado (¥2) p< 0,05.

A andlise da quantidade de sinais fisicas (escore clinico) de cada animal mostrou que
tanto os animais infectados por L. infantum como os coinfectados possuem, em sua maioria, de 4
a 8 sinais fisicos, tendo portanto uma enfermidade de gravidade moderada. Dentre 0s cdes
infectados apenas com E. canis, 43,3% apresentaram maior nimero de animais com doenca leve
(de 1 a 3 sinais fisicos). O grupo de animais infectados com L. infantum e E. canis, com escore

clinico de 9-12, foi significativamente maior do que nos animais infectados apenas com E. canis.
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6 DISCUSSAO

A fim de compreender melhor a interagdo Leishmania-Ehrlichia, quando infectam os mesmos
macrdfagos, e como a coinfecgdo in vitro, pode nos ajudar a entender a dindmica dessas infecg¢des in vivo,
realizamos experimentos com células DH82. Essa linhagem celular foi escolhida uma vez que possuem
morfologia semelhante a macrofagos normais (WELLMAN et al.,1988) e tém a capacidade de ser
infectadas tanto por E. canis como por L. infantum (MAIA et al,2007).

Quando expostas a E. canis, ap6s 4 horas de infeccdo, observamos que 20% das células
estavam infectadas e essa infeccdo aumentou com o passar do tempo, até que no dia 18 pos
infeccdo 100% das células continham a bactéria.

Quando as células DH82 foram infectadas com Leishmania, observamos que do primeiro
ponto (4 horas) até 48 horas ocorre um aumento na porcentagem de células infectadas, que varia
de 50 a 65%. A partir dai, a taxa de infectividade comeca a decair até que finalmente no décimo
oitavo dia ndo se observa mais parasitismo nas células. Entretanto, na coinfeccdo observou-se
uma pequena quantidade de parasitismo tanto por L. infantum como por E. canis nas primeiras
horas de infeccdo, sendo que a partir do quinto dia a infecgdo por L. infantum, o parasitismo
diminui até ndo ser mais possivel visualizar as formas amastigotas a partir do 12° dia, enquanto a
infeccdo por E. canis aumenta até atingir 100% das células no 18° dia p6s infecgéo.

Ou seja, a coinfeccdo in vitro diminui a infec¢do por L. infantum, entretanto ndo altera a
infeccdo por E. canis. Varios fatores podem estar envolvidos neste efeito inibitdrio que a infecgcdo
por E. canis exerce sobre a infecgdo por L. infantum, sendo arriscado especular sobre isto na
auséncia de estudos dirigidos para explorar este fenbmeno.

Apds, os experimentos in vivo, realizamos um estudo epidemiologico na regido urbana de
Teresina, que é considerada uma area endémica, tanto para Leishmaniose Canina como para
Leishmaniose Humana (WERNECK et al, 2014). Para isso, primeiramente, realizamos teste
soroldgico ELISA, para leishmaniose em 664 cdes atendidos no Hospital Veterinario de Teresina
e em diversas clinicas particulares da cidade e encontramos uma frequéncia de 24%, ja quando
realizamos a PCR encontramos uma frequéncia de 29,1%. Entretanto, Paulan et al. (2013) ao
pesquisarem 93 cdes no municipio de llha Solteira, S&o Paulo, encontraram, um maior nimero de

animais positivos na sorologia (37,6%) do que no teste parasitologico (26,9%). Essa diferanca se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Werneck%20GL%5Bauth%5D
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deve a maior sensibilidade e especificidade da PCR, utilizada nesse estudo, quando comparado
com a cultura ou o exame direto do parasita.

No Brasil, estudos de soroprevaléncia, realizados no Nordeste, estédo de acordo com nosso
resultado, em Fortaleza, Ceard, de 428 animais estudados, 20% apresentaram sorologia positiva
(SCHUBACH, 2004), e no estado do Rio Grande do Norte, os anticorpos para Leishmania spp.
foram detectados em 28% (39/139) dos cées estudados (MATQOS, 2006). Entretanto a frequéncia
de cées doentes no Maranh&o e bem superior ao encontrado em Teresina, sendo a soroprevaléncia
em S&o Luis, Maranhdo, de 51,61% (ABREU-SILVA et al., 2008), e no municipio de Raposa, de
47,8% (FELIPE, 2011).

Nas demais regides do Brasil, a frequéncia de leishmaniose canina é consideravelmente
menor, em Divinopolis, Minas Gerais, por exemplo, somente 4,63% dos caes estudados
apresentaram sorologia positiva, e em Campinas, S&o Paulo, apenas 4% (VON ZUBEN et al.,
2014). Em um estudo realizado nas proximidades da Mata Atlantica, observou-se prevaléncia de
20% (CURI, 2014).

Cées infectados por L. infantum apresentam uma grande variedade de sinais fisicos ndo
especificos. Além disso, durante a coinfeccdo com outro patégeno, os sinais fisicos da LVC
podem se sobrepor com os da segunda infeccdo, o que torna o diagnostico um desafio, e pode
dificultar a vigilancia epidemioldgica e a ado¢do de medidas de controle (OLIVEIRA et al,
2009).

Neste trabalho, analisamos 352 animais quanto a sintomatologia clinica, destes 101 cdes
foram positivos para Leishmania, no PCR. Os sinais fisicos mais frequentes nesses cdes foram
linfadenopatia em 92%, lesbes na pele em 74,2%, onicogrifose em 41,6%, perda de peso em
37,6%, seborréria seca em 16,8%, apatia e hiperqueratose em 14.8%, uveite e conjutivite em
8,9%. Esses dados sdo confirmados por diversos outros autores que encontraram uma
sintomatologia similar em cées com Leishmaniose (GONZALEZ et al, 1990; FERRER et al,
1991; CIARAMELLA et al, 1997; REIS et al, 2006; CURI, 2014; LIMA; SILVA; DOS-
SANTOS, 2014).

Resultado semelhante tambem foi encontrado por Laranjeira et al. (2014), ao estudarem
134 cées com Leishmaniose, observaram gque 70 animais eram sintomaticos e que os sinais fisicos
mais frequéntes foram lesdes cutaneas (84.4%), linfadenopatia (76.6%), esplenomegalia
(66.0%), perda de peso (45.5%), onicogrifose (28.6%), e hepatomegalia (27.3%).
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Quanto as alteracdes hematoldgicas, nos cées infectados por Leishmania infantum, as
mais importantes foram: anemia normocitica normocrémica em 42,5% dos cées, trombocitopenia
em 39,8%, leucocitose em 16,1% e eosinopenia em 11,9%. Esses dados corroboram com 0s
resultados obtidos por outros autores que relataram que a caracteristica mais notavel de distdrbios
hematoldgicos associados a LVC é a anemia normocitica normocrémica (KEENAN, 1984;
CIARAMELA,1997;COURA-VITAL et al, 2011). Além disso, anemia, eosinopenia, linfopenia e
monocitopenia também sdo caracteristicas associadas a grave apresentacdo clinica da LVC (REIS
et al, 2006; COURA-VITAL et al, 2011)

Mendonca et al. (2015) ao trabalharem com 98 cdes em nossa mesma area - Teresina,
Piaui - observou linfoadenopatia, lesGes de pele e emagrecimento como os trés pincipais sinais
fisicos em cdes com leishmaniose visceral. As alteragdes hematoldgicas mais comuns, nesses
caes, foram anemia normocitica normocrémica e trombocitopenia. Além disso, foi relatado
reducdo da albumina sérica e no numero de eritrocitos, linfécitos e eritrocitos em relacdo ao
grupo controle. Esses dados estdo de acordo com 0s que encontramos nos caes com leishmaniose
visceral em nosso estudo.

E possivel que a anemia esteja relacionada a fatores como o aumento da hemolise, com
aumento do baco e do figado, associado a uma resposta inflamatéria a infec¢do por L. infantum
(SAEED, 1998). Além disso, uma reducdo dos niveis plasmaticos de ferro, na presenca de um
grande aumento das reservas de ferro, sugere que a hiperplasia reticuloendotelial foi
acompanhada por retencdo anormal de ferro por macréfagos tipicos da anemia em doencas
crbnicas. Isso pode limitar a resposta eritropoiética na anemia durante a leishmaniose visceral
cronica (PIPPARD, 1986). Ja De Luna et al. (2000) sugeriram que a anemia pode resultar de uma
anormal fluidez da membrana dos eritrécitos na LVC, levando ao sequestro mecanico de
eritrécitos no baco e a alteracGes nos mecanismos de citoaderéncia dos eritrocitos. Amusategui et
al. (2003) relataram que os cées assintomaticos apresentaram contagem de eritrcitos, valores de
hemoglobina e hematocrito mais elevados em comparacdo com cdes oligossintométicos e
sintomaticos.

Nicolato et al. (2013) observaram pancitopenia, linfocitopenia e eosinopenia, em animais
sintomaticos. Nos cées analisados nesse estudo, também observamos a reducdo do numero de

leucocitos (16,1% dos cées), eosinofilos (11,9%), linfocitos (8,5%) e mondcitos (4,2%).
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Em nosso estudo, a frequéncia de infeccdo em cées por E. canis em Teresina-Piaui foi de
35%, similar ao encontrado por Souza et al. (2010), em Salvador, 35,6%, ao utilizar a
imunofluorescéncia indireta como método diagndstico, e 34,5% desses animais continuaram
positivos na técnica de PCR. Resultado semelhante foi encontrado, também, em Recife, onde a
prevaléncia foi de 38,04% (RAMOS, 2010), e em Ronddnia, 37,9% (AGUIAR et al., 2007).

Ja no Rio Grande do Sul, apenas 4,8%, dos 389 caes estudados foram soropositivos para
E. canis (SAITO, 2008). Enquanto que no Parand a frequéncia foi de aproximadamento 45%(
VIEIRA et al, 2013)

Silva et al (2010) observaram que 42,5% dos animais estudados apresentavam infeccao
por E. canis em Cuiabd -Mato Grosso, entretanto ndo encontrou nenhuma relacdo entre raca,
género ou idade e a infecgéo pelo parasita.

Costa et al. (2007), analisaram 226 cdes no estado de Minas Gerais e observaram que

65,6% dos cdes de Nanuque, 24,7% dos de Lavras, e 37,8% dos de Belo Horizonte possuiam
anticorpos para E. canis. Os autores também relatam que cdes machos sem raca definida, com
idade superior a 5 anos, tinham as taxas mais altas de positividade, dado que corrobora com
nosso estudo, no qual a positividade em machos foi superior a de fémeas, porém sem diferenca
estatistica. Entretanto, a idade com maior nimero de animais positivos foi de 1 a 5 anos,
enguanto cdes com mais 5 anos apresentaram menor taxa de positividade por E. canis. Por outro
lado, Ueno et al. (2009) encontraram uma taxa de infeccdo significantemente maior (65%) em
cdes com menos de 12 meses, 0 que ndo foi observado em nosso estudo, uma vez que nédo
observamos diferenca estatistica em relacdo a genero e idade.

A EMC pode ocorrer nas formas aguda subclinica e crénica. Na fase aguda os sinais
fisicos mais frequentes sdo febre, apatia, letargia, anorexia, linfoadenopatia e esplenomegalia
(SKOTARCZAK, 2003). Lesdes oftalmoldgicas e neuroldgicas também podem ser encontradas
(HARRUS; WANER, 2011). A fase cronica € similar a fase aguda, porém com sintomatologia
mais severa (WANER et al., 1995).

Os sinais fisicos mais frequentes nos animais infectados com E. canis desse estudo foram:
linfadenopatia (57,3%), lesdes na pele (41,5%), onicogrifose (40,02%), mucosas hipocoradas
(39%) e emagrecimento progressivo (24%). A sintomatologia encontrada em nosso estudo
contrasta com a verificada por Ueno et al. (2009), que relatam que os principais sinais fisicos nos

caes doentes foram diarréia (55,2%), apatia (47%) e anorexia (42,4%), e com Villaescusa et al.,
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2012 , que encontraram como principais sinais fisicos perda de peso, sangramentos, apatia e
febre.

A sintomatologia clinica em cdes com EMC é numerosa, e inclue sinais multisistemicos,
oculares, neuromusculares e articulares (NEER; HARRUS, 2006). Essa diversidade de
manifestacdes clinicas pode explicar as diferencas na sintomatologia clinica encontrada em
diversos trabalhos. Além disso, a presenca de coinfeccdes ndo diagnosticadas podem contribuir
para essa diversidade clinica.

A Erliquiose canina pode causar mudancgas draméticas nos parametros hematoldgicos. Em
diversos estudos a contagem de células brancas, neutrofilos, linfocitos, eosindfilos, células
vermelhas, hemoglobina, hematdcrito, plaquetas e alanina transferase foram significantemente
menores em cdes com erliquiose canina. Entretanto, em outros estudos os niveis de ALT (alanina
transferase) foram significantemente maiores em animais doentes, o que sugere que o figado é
um 6rgdo bastante afetado durante a infeccdo por E. canis (WANER et al., 1995; MCQUISTON,
2003). Anemia, leucopenia e trombocitopenia sdo achados comuns em cdes com EMC
(HARRUS; BARK; WANER, 1997; MACIEIRA et al, 2005; HARRUS; WANER, 2011;
SUKSAWAT et al., 2001; UENO et al., 2009).

Nesse estudo, também, encontramos como principais achados hematoldgicos nos caes
com erliquiose trombocitopenia, anemia, leucocitose e eosinopenia.

Bulla et al. (2004), ao estudarem c@es com EMC concluiram que a contagem de plaquetas
foi o melhor preditor da EMC, e sugerem que este pode ser usado como teste de triagem, em caso
de suspeita de erliquiose, no qual cdes com contagem de plaquetas menor que 200 plaquetas/ul
tém maior probabilidade de estarem infectados com E. canis do que cdes com contagem maior de
plaquetas. Nosso estudo corrobora com esses dados, uma vez que encontramos uma quantidade
significativamente menor de plaquetas em animais com erliquiose do que nos animais com outras
patologias, inclusive Leishmaniose.

Uma vez que a trombocitopenia € um achado comum em cdes infectados, muitos
profissionais a utilizam como indicacdo para o tratamento com antibiotico, especialmente em
areas com alta prevaléncia da enfermidade. Entretanto, existe um grande numero de doencas que
podem causar trombocitopenia, incluindo trombocitopenia imune mediada, neoplasias, além de
diversas doencas inflamatdrias e infecciosas (GRINDEM; NEEL; JUOPPERI, 2002).
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Santos et al. (2009), ao estudarem cdes com trombocitopenia, encontraram 46,7% desses
caes, infectados com outros patdgenos que ndo a E. canis, além disso observaram uma alta
incidéncia (25.4%) de animais infectados com a bactéria, porém sem trombocitopenia. Dessa
forma, além dos aspectos clinicos e laboratoriais, testes complementares, como PCR, devem ser
realizados, a fim de evitar o uso desnecessario ou indevido de antibioticos (MACIEIRA et al,
2005).

A epidemiologia da erliquiose e da leishmaniose caninas se sobrepde em diversas areas do
mundo, uma vez que a atividade do vetor e os periodos de transmissdo sdo similares entre os dois
patdgenos (CORTESE et al, 2010; GAUNT et al, 2010; COUTO, 2010). Os dois agentes
infecciosos sdo disseminados da pele para o baco, figado e medula dssea, e ativam mecanismos
imunes que induzem uma grande variedade de respostas imunopatolégicas (ANDRADE et al.,
2014). O impacto de um dos patdgenos, durante a coinfecgdo, no outro ainda é desconhecido. O
aumento da presenca de sinais fisicos suporta a hipotese de que hd um sinergismo no efeito
patoldgico entre os patdgenos (MEKUZAS et al, 2009).

Uma vez que os ensaios soroldgicos podem apresentar reacGes cruzadas (como oS
encontrados entre E. canis e E. chaffeensis; A. platys e A. phagocytophilum; e Leishmania spp. e
Trypanosoma cruzi), e a deteccdo direta desses patdgenos por meio de esfregacos sanguineos
apresentam baixa sensibilidade e especificidade, especialmente em casos de infeccdo crbnica ou
baixa parasitemia, as técnicas moleculares tém um papel importante como uma ferramenta para a
deteccdo e diferenciacdo de patdgenos que infectam animais e seres humanos (LITTLE, 2010).

Paulan et al. (2013) detectaram anticorpos séricos simultaneamente para L. infantum e
Ehrlichia spp. em 37,6% dos 91 cdes utilizados. Nesses animais os sinais fisicos mais frequentes
foram perda de peso, onicogrifose, linfoadenopatia, alopecia e outras alteracdes dermatolégicas.
Ja em nosso trabalho, a frequéncia da coinfeccdo foi de 12,1% (80/664), entretando, foi utilizada
a PCR para deteccdo, tanto da E. canis como da L. infantum. René-Martellet, et al.(2015), ao
utilizar a PCR encontrou uma taxa de coinfecgéo Leishmania-Ehrlichia de apenas 2%.

Os sinais fisicos mais frequentes em cées duplamente infectados foram linfadenopatia
(76,8%), lesbes na pele (67%), mucosas palidas e onicogrifose (53,8%), seborreria (35,2%) e

emagrecimento (30,8%), semelhante ao que foi encontrado por Paulan et al. (2013).
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Dessa forma, estamos de acordo com Oliveira et al. (2008) quando afirmam que as altas
taxas de prevaléncia desses dois patdgenos em areas endémicas € muito mais sugestiva de
coinfeccdes do que de reacdo cruzada de anticorpos.

Em nosso trabalho concluimos que a presenca da coinfeccdo aumenta a severidade da
doenca quando se compara aos animais infectados por apenas um parasita. Outrossim,
observamos que a frequéncia de animais com lesdes de pele, linfoadenopatia, alopecia, apatia e
conjuntivite foi maior em animais infectados apenas com Leishmania do que nos monoinfectados
com E. canis, porém ndo em relacdo aos duplamente infectados. Além disso, 0s caes que tinham
infeccdo somente por Leishmania tém um nudmero de animais com lesdes de pele
significantemente maior do que aqueles que estavam duplamente infectados.

A coinfeccdo com multiplas CVBDs impacta a gravidade das alteracdes hematoldgicas
em cdes, e coloca desafios em termos de estratégias terapéuticas a aplicar a cada paciente
individual (DE CAPRARIIS, 2011). Por exemplo, a L. infantum pode prejudicar a resposta imune
celular e humoral do hospedeiro, 0 que pode favorecer o estabelecimento ou a reativacao de uma
infecgdo pré-existente de E. canis (BARBIERI, 2006). Além disso, a E. canis provoca uma
reducdo no complexo principal de histocompatibilidade de receptores de classe Il, 0 que poderia
reforcar a evolucdo clinica da LVC (HARRUS et al, 2003). De Tommasi et al. (2013) analisaram
cinco cées coinfectados com L. infantum e E. canis e relatam que os sinais fisicos mais frequentes
foram apatia, perda de peso, hipertermia, anorexia, mucosas palidas, linfoadenomegalia,
dermatites, lesbes cutaneas, tosse e epistaxe, ao passo que as alteracGes laboratoriais foram
principalmente anemia normocitica normocrémica e trombocitopenia.

Esses dados estdo de acordo com 0s encontrados por nosso grupo, uma vez que 0S cdes
coinfectados apresentaram anemia normocitica normocrémica em 71,6% dos casos e
trombocitopenia em 60%. Ademais, outro estudo mostrou que anemia normocitica normocrémica
e trombocitopenia foram caracteristicas constantes encontradas em grupos infectados apenas com
L. infantum e duplamente infectados, e que os valores de albumina e do hematdcrito diferiram
significativamente entre os dois grupos (ANDRADE et al., 2014).

O mesmo foi encontrado por Cortese et al. (2010), que descrevem como principal achado
hematoldgico em cédes coinfectados a anemia normocitica normocrémica, e sugerem que a
coinfeccdo altera a fungdo plaquetéria, em vez de diminuir o nimero de plaquetas quando

comparado a animais monoinfectados.
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Entretanto, nosso grupo de animais sem infeccdo por leishmania ou erhlichia apresentou
maior nimero de plaquetas dentre todos o0s grupos, sendo essa diferenca significativa em relacéo
ao grupo monoinfectado com E. canis. Foi encontrada também diferenca significativamente
maior no nimero de plaquetas nos cdes infectados por L. infantum, mesmo coinfectados, quando
comparado aos infectados apenas por Ehrlichia. Além disso, sugerimos que os valores do
hematocrito e de hemécias podem ajudar a distinguir cées coinfectados Leishmania-Ehrlichia dos
monoinfectados por L. infantum ou por E. canis. Outro dado relevante observado em nosso
estudo foi que a coinfeccdo diminui significativamente o numero de mondcitos e
polimorfonucleares em relacdo a monoinfeccdo, entretanto o numero de linfécitos ndo apresentou
diferenca entre os grupos.

Os dados clinicos e hematoldgicos de cées infectados com L. infantum e com E. canis,
monstram que a LV C favorece a exarcerbacgdo dos sinais fisicos, enquanto que a EMC faz com
que ocorra o agravamentos dos disturbios hematoldgicos.

Além disso, nossos resultados mostram uma sinergia na coinfeccdo de caes por E. canis e
L. infantum que resulta num quadro clinico com a presenca de maior nimero de sinais fisicos. A
associacao de multiplos sinais parece ser mais relevante que o agravamento de sinais especificos
na piora clinica de cédes confutados em relacdo aos cées infectados por apenas um dos patdgenos
estudados.

Comcluimos que em areas endémicas para LVC e EMC, a presenca da coinfeccgéo,

favorece o aumento do nimero de sinais fisicos e das altera¢des hematoldgicas.
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