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RESUMO

Avaliou-se a ocorréncia de disturbios na coagulacdo plasmatica e na plaquetometria de cées infectados
por Ehrlichia spp., durante 15 semanas apds o contagio. Doze cdes, entre machos e fémeas, nascidos em
estagdo experimental e com idades entre um e dois anos, foram usados no experimento. Nove cies foram
infectados experimentalmente com sangue de cdo naturalmente portador de Ehrlichia spp. ¢ trés foram
mantidos como controle. As alteragdes na coagula¢do plasmatica ndo diferiram entre cdes infectados e
ndo infectados. A plaquetometria oscilou durante as 15 semanas entre 61x10*/uL e 830x10°/uL, e o
menor valor médio foi de 113x10°/uL na sexta semana apos a infecgdo. Concluiu-se que a coagulagio
plasmatica ndo apresentou altera¢des significativas nas 15 semanas apds infeccdo e que a contagem
plaquetaria oscilou entre valores normais, elevados e reduzidos durante esse periodo.
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ABSTRACT

The effect of Ehrlichia spp. in plasma coagulation and platelet count in dogs during 15 weeks after
contamination was evaluated. Twelve male and female dogs one-to-two-year-old were born in the
experimental station and were used for the experiment. Nine dogs were infected with blood of dogs
naturally bearing Ehrlichia spp., and three were kept as controls. The variation of plasma coagulation
did not significantly differ between infected and uninfected dogs. The platelet count oscillated during the
period from 61x10°/uL to 830x10°/1L, and the lowest mean value was 113 x 10°/uL at the sixth week after
contamination in infected dogs. In conclusion, the plasma coagulation did not significantly change and
the platelet count oscillated between normal, increased, and reduced values during the first 15 weeks
after Ehrlichia spp. contamination in dogs.
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INTRODUCAO inclusive as desse género, e as infecgdes tém
carater epidemioldgico (Costa et al., 2005; Costa
A erliquiose ¢ causada por varias espécies do et al., 2006).
género Ehrlichia, parasitas intracitoplasmaticos
de leucocitos e plaquetas de varias espécies de Segundo Jain (1993), pode haver alteragdo na
mamiferos, e ¢ transmitida por carrapatos hemostasia em caninos, equinos e bovinos pela
(Huxsoll et al.,, 1969; Hoskins, 1991). Varios diminui¢do do numero de plaquetas. Os caes
estudos tém mostrado que os animais ¢ 0 homem podem apresentar alteragdes em diversos
sdo susceptiveis a infecgdes por varias riquetsias, mecanismos  fisiolégicos, dos quais a
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trombocitopenia ¢ o mais frequente (Moreira et
al., 2003; Dagnone et al., 2003) embora, em
alguns casos, haja didtese hemorragica em
individuos sem reducdo da plaquetometria
(Codner e Farris-Smith, 1986). Assim, a
contagem de plaquetas nem sempre estd
correlacionada com a extensdo ou severidade do
sangramento, caracterizando disfungéo
plaquetaria  (Hibler et al, 1986). A
trombocitopenia ¢ um achado consistente com
todas as fases da infeccdo por E. canis, e os
mecanismos ~ causadores  dessa  alteragdo
hematologica sdo diferentes nas fases aguda e
cronica da doenga. (Waner et al., 1995; Harrus et
al., 1999). A queda na contagem de plaquetas
comega poucos dias apds a infec¢do e pode ser
causada por aumento no consumo ou por
sequestro esplénico e/ou hepatico de plaquetas.
(Pierce et al., 1977; Woody e Hoskins, 1991).
Segundo Smith et al. (1974), a meia-vida das
plaquetas estd diminuida provavelmente devido
ao sequestro esplénico. Ademais, diversos
mecanismos imunologicos e inflamatorios
podem estar envolvidos com o consumo ¢ a
destruicdo de plaquetas (Waner et al., 1995;
Scott, 2000).

Os valores apresentam flutuagdes dia apds dia
(Troy e Forrester, 1990), e a resposta medular
como feedback a trombocitopenia justifica essas
variagdes (Smith et al., 1975). O tempo de
sangramento prolongado e a fraca retragdo do
coagulo sdo evidéncias da trombocitopenia ou
disfungdo plaquetaria (Troy e Forrester, 1990;
Harrus et al., 1996).

A plaquetometria ¢ considerada um teste
sensivel, embora pouco especifico, na triagem de
cdes clinicamente suspeitos de erliquiose (Bulla
et al., 2004; Macieira et al., 2005), e a magnitude
da  trombocitopenia pode aumentar a
fidedignidade do diagnostico (Bulla et al., 2004).

Em estudos com caes infectados
experimentalmente, foram observados
trombocitopenia mais acentuada em diferentes
periodos apo6s a infecgdo: no 35° dia (Huxsoll et
al., 1972), entre o 10° e o 14° dia (Buhles et al.,
1975), no 17° dia (Pierce et al., 1977), entre o
quarto e o sétimo dia (Harvey et al., 1978), no
18° dia (Lovering et al., 1980), em apenas duas a
quatro semanas apés a infec¢do (SAI) (Kuehn e
Gaunt, 1985), até a quinta SAI (Baker et al.,
1987) e a partir do terceiro dia (Gaunt et al.,
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1990). Segundo Harrus et al. (1996), os menores
valores ocorreram entre o 17° e o 24° dia apos a
infeccdo, mostrando como o comportamento de
reducdo plaquetaria ¢ flutuante e variavel. Nos
cdes com didtese hemorrdgica, o tempo de
protrombina (TP) ¢ o tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) estdo normais, ¢ os
produtos de degradacdo da fibrina (PDFs) ndo
sdo detectados, indicando normalidade na
coagulacdo plasmatica. Entretanto, casos com
coagulagdo intravascular disseminada (CID)
podem levar a alteragdes nesses testes (Troy e
Forrester, 1990). Buhles et al. (1975)
descreveram as vasculites e Swango el al. (1989)
as vasculites e as lesdes endoteliais como os
mecanismos capazes de causar CID. Tendo em
vista as alteragdes plaquetarias que ocorrem na
erliquiose e as consequéncias clinicas delas
decorrentes, o presente experimento teve o
objetivo de caracterizar a coagulacdo e a

plaquetometria de caes infectados
experimentalmente.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 cdes sem raca definida,
machos e fémeas, entre um e dois anos de idade,
nascidos na Estacao Experimental para Pesquisas
Parasitologicas W.O. Neitz, do Instituto de
Biologia da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, onde o trabalho foi realizado. Nove
animais foram infectados e trés mantidos como
controle. As infec¢des ocorreram a partir da
inoculagdo de sangue de um c@o naturalmente
infectado e com diagnostico laboratorial
confirmado para E. canis. Analisou-se, durante
15 semanas, a coagulagdo plasmatica por meio
do TP e TTPA, enquanto a plaquetometria foi
realizada para a avaliagdo da hemostasia
primaria, utilizando métodos manuais com o
hemocitometro segundo Coles (1986), ao usar
como diluente o oxalato de amonio 1%. Para TP
e TTPA utilizaram-se reativos comerciais’,
seguindo técnica descrita nos proprios reativos”.
Alguns foram desenvolvidos no laboratorio da
Estacdo Experimental e outros no laboratorio de
Patologia Clinica da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal Fluminense Niter6i/RJ. O
diagnostico soroldgico dos animais foi realizado

'Tromboplastina célcica antiheparina e Cefalina ativada -
Biolab Mérieux do Brasil SA - Rio de Janeiro, Brasil.

*Quick (1938)-Alton (1974) - Biolab Mérieux do Brasil SA -
Rio de Janeiro, Brasil.
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na Universidade Estadual Paulista em
Botucatu/SP. Os resultados foram submetidos ao
teste F de Brieger.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O diagnostico laboratorial foi realizado mediante
a observagdo de morulas intracitoplasmaticas em
mononucleares e plaquetas em esfregacos de
sangue periférico. A sorologia dos animais
infectados foi positiva para E. canis ¢ fracamente
positiva para Anaplasma (Ehrlichia) platys.
Segundo Hoskins (1991), essa associagdo entre
as duas riquetsioses ¢ frequentemente observada.

A variagdo semanal das médias da
plaquetometria dos grupos infectado e controle
foi significativamente semelhante durante as 15
semanas. A plaquetometria no grupo-controle
ndo oscilou significativamente, enquanto no
grupo infectado houve oscilagdo significativa nas
15 semanas (F = 1,14 ¢ P = 0,34). Na Fig. 1, vé-
se que a oscilagdo da trombocitopenia foi o
resultado mais frequente da  alteragdo
hemostatica, ja descrita por Troy e Forrester
(1990), Hoskins (1991) e Harrus et al. (1996). A
mais baixa contagem de plaquetas, 113x10°/uL,
ocorreu na sexta semana, aproximadamente ao
42° dia, diferentemente dos experimentos de
Baker et al. (1987), Gaunt et al. (1990) e Harrus
et al. (1996), mostrando o comportamento ciclico
e varidvel da plaquetometria em cdes com
Ehrlichia spp. Os valores minimo, maximo e
médio da plaquetometria foram: 61x10°/uL na
11* semana, 830x10°/uL na quarta semana e
287x10%/uL, respectivamente, mostrando que a
plaquetometria pode estar normal, aumentada ou
diminuida no periodo de avaliagdo, apds a
infeccdo. Nenhum cdo infectado apresentou
sinais evidentes de hemorragia espontanea
durante todo o experimento, mesmo no periodo
de maior trombocitopenia.

A reducdo na plaquetometria pode estar
associada ao sequestro plaquetario esplénico,
como mostrado por Smith et al. (1974), ou ao
consumo e destruicio das  plaquetas,
evidenciados pelos trabalhos de Waner et al.
(1995) e Scott (2000). Anticorpos anti-
plaquetarios induzidos durante a infec¢do por E.
canis, observados no trabalho de Harrus et al.
(2001), e destrui¢do precoce das plaquetas por
fixacdo do complemento ou fagocitose, indicados
por Grindem et al. (1999), também podem
justificar os resultados encontrados neste
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experimento. A inibi¢ao da migragdo plaquetaria
descrita por Kakoma et al. (1978), que ocorre
antes do aparecimento de titulo de anticorpos
contra E. canis, pode ter sido mais uma das
causas de reducdo na contagem plaquetaria neste
experimento.

E provavel que, apds a infec¢do experimental,
esses mecanismos  estejam  presentes e
associados, uma vez que o periodo analisado ndo
caracterizou a fase cronica, fato verificado por
Jain (1993) e Russel e Grindem (2000), ao

observarem  trombocitopenia  associada  a
hipoplasia ~ medular. A elevagdo da
plaquetometria apos 0 periodo de
trombocitopenia,  verificada no  presente

experimento, evidencia a capacidade de
reposi¢do medular. Embora a plaquetometria seja
considerada um teste sensivel, mas pouco
especifico na triagem de cdes -clinicamente
suspeitos de erliquiose, como indicado nos
trabalhos de Bulla et al. (2004) e Macieira et al.
(2005), e a magnitude da trombocitopenia possa
aumentar a fidedignidade do diagnostico (Bulla
et al. (2004), este experimento mostrou que os
animais com FEhrlichia spp., analisados durante
15 semanas, podem ter trombocitose.

As alteragdes no TP e¢ no TTPA nado foram
significativas, semelhantes aos resultados de
Hibler et al. (1986) e Troy e Forrester (1990),
que descreveram animais com  diatese
hemorragica sem alteragdes nesses tempos.
Embora Troy e Forrester (1990) tenham
afirmado que em casos de CID isso possa
ocorrer, ¢ Buhles et al. (1975) e Swango et al.
(1989) tenham descrito mecanismos que
aparecem na fase aguda da infec¢do que podem
levar a CID, alguns cdes apresentaram aumento
no TP ou no TTPA ou em ambos, mas sem
alteracdes clinicas evidentes de diatese
hemorragica. O 1Cse, para a relagio tempo de
infectados:tempo de controles para TP foi de
1,08+0,01, e para TTPA, 1,11 =+ 0,02,
significativamente distante do limite critico de
1,2, o que, segundo Dacie e Lewis (1995),
indicariam aumento nesses tempos. O teste
estatistico resultou em t= -12,72 ¢ P<0,01 para
TP e t = -6,81 e P<0,01 para TTPA. Na Fig. 2,
mostram-se as oscilagdes observadas nessa
relacdo (tempo de infectados:tempo de controles)
durante as 15 semanas apos a infecg@o.
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12 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 15
Semanas apos a infecgdo
—— Infectado —a— Controle

Figura 1. Plaquetometria em cdes ndo infectados
e infectados experimentalmente com Ehrlichia
spp., analisados durante 15 semanas.

Relagdes infectados/controles

12 3 4 56 7 8 9 10111213 14 15
Semanas ap6s a infecgao
——TP —=TTPa
Figura 2. Relacdo infectados:controles para
tempo de protrombina (TP) e tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) em céles
infectados experimentalmente com Ehrlichia
spp., analisados durante 15 semanas.

Embora alguns valores individuais na relagdo
tenham ultrapassado 1,2, indicando que esses
animais poderiam ter deficiéncia na coagulagdo
plasmatica, nenhum cdo apresentou sinais
clinicos de didtese hemorragica, durante o
periodo do experimento.

CONCLUSOES

O carater da contagem plaquetaria € ciclico,
intercalando fases de normalidade com outras de
trombocitopenia ou trombocitose, € os testes de
coagulacdo plasmatica (PT e TTPA) ndo
apresentam alteragdes significativas. Pode existir
trombocitose em alguns cdes infectados por
Ehrlichia spp., em até 15 semanas pos-infecgao.
Durante 15 semanas apos a infeccdo com
Ehrlichia spp., os cdes ndo apresentam
trombocitopenia clinicamente evidente. Alguns
cdes infectados com FEhrlichia spp., analisados
durante 15 semanas, podem ter alteragdes no TP
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e TTPA, sem sinais clinicos de deficiéncia da
coagulacdo plasmatica.
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