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DE INFECCOES POR Ehrlichia sp. E Babesia sp. EM CAES ATENDIDOS NO
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1.1 RESUMO

As hemoparasitoses, como a Erliquiose e a Babesiose, sdo condigbes patoldgicas
comumente encontradas na clinica de pequenos animais. No Brasil, a alta incidéncia
destas afeccdes, principalmente a Erliqguiose canina, as tornam emergentes em
algumas regibes do pais, sendo transmitidas por vetores artrépodes, tendo o
Rhipicephalus sanguineus o principal transmissor das hemoparasitoses em caes. Este
trabalho tem como objetivo avaliar os aspectos clinicos e laboratoriais de caes
atendidos no Hospital Veterinario da Unifil, no municipio de Londrina, no periodo de
2014 a 2018, afim de estabelecer o perfil dessas afec¢cdes em cées na regido do norte
do Parana. Dos 71 cées deste estudo, 44 foram diagnosticados com Ehrlichia sp.
(GE), 20 foram diagnosticados com Babesia sp. (GB) e 7 estavam co-infectados
(GEB). No GE, 23 (52,27%) eram machos e 21 (47,73%) eram fémeas. No GB, 15
(75%) eram fémeas e os 5 restantes (25%) eram machos. No GEB, 4 (57,14%) eram
machos e 3 (42,86%) eram fémeas. Tanto no GE, quanto no GB e no GEB, a maioria
dos cdes possuiam raca definida. O achado laboratorial mais significativo foi a
trombocitopenia, onde 64 (90%) dos 71 cdes deste estudo apresentaram-se
trombocitopénicos e apenas 7 (10%) eram nado-trombocitopénicos. No GE, 41
(93,18%) cées apresentaram trombocitopenia. 16 (80%) do GB eram
trombocitopénicos e 100% dos cades co-infectados do GEB tinham trombocitopenia
como achado laboratorial mais significativo. Clinicamente, a maioria dos animais do
GE, GB e GEB apresentaram-se apaticos, anoréxicos, febris e com queixas de vémito
pelos tutores no momento da consulta. Devido ao carater emergente das
hemoparasitoses, cdes que sejam oriundos de regides endémicas devem ser
avaliados clinicamente e laboratorialmente, sendo a PCR o0 exame de eleicdo para
diagnéstico, e medidas profilaticas devem ser instituidas para um efetivo controle do
vetor transmissor.

Palavras-chaves: carrapatos, anemia, trombocitopenia, hemoparasitas, hematologia.
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Dissertation — Professional Master’s Degree in Veterinary Clinics — State University
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1.2ABSTRACT

Hemoparasitosis, such as Ehrlichiosis and Babesiosis, are pathological conditions
commonly found in the clinic of small animals. In Brazil, the high incidence of these
conditions, especially canine ehrlichiosis, makes them emerging in some regions of
the country, being transmitted by arthropod vectors, with Rhipicephalus sanguineus
being the main transmitter of hemoparasitosis in dogs. This work aims to evaluate the
clinical and laboratory aspects of dogs treated at Hospital Veterinario da Unifil, in the
city of Londrina, from 2014 to 2018, in order to establish the profile of these conditions
in dogs in the northern region of Parana. Of the 71 dogs in this study, 44 were
diagnosed with Ehrlichia sp. (GE), 20 were diagnosed with Babesia sp. (GB) and 7
were co-infected (GEB). In the EG, 23 (52.27%) were males and 21 (47.73%) were
females. In GB, 15 (75%) were females and the remaining 5 (25%) were males. In the
GEB, 4 (57.14%) were males and 3 (42.86%) were females. In both GE, GB and GEB,
most dogs were defined breed. The most significant laboratory finding was
thrombocytopenia, where 64 (90%) of the 71 dogs in this study were thrombocytopenic
and only 7 (10%) were non-thrombocytopenic. In the EG, 41 (93.18%) dogs presented
thrombocytopenia. 16 (80%) of the GB were thrombocytopenic and 100% of the co-
infected dogs of the GEB had thrombocytopenia as the most significant laboratory
finding. Clinically, the majority of the animals of the GE, GB and GEB were apathetic,
anorexic, feverish and with complaints of vomiting by the guardians at the time of the
consultation. Due to the emergent character of hemoparasitosis, dogs that come from
endemic regions should be evaluated clinically and laboratory, with the PCR being the
exam of choice for diagnosis, and prophylactic measures should be instituted for
effective control of the transmitting vector.

Key words: ticks, anemia, thrombocytopenia, hemoparasites, hematology.
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2. INTRODUCAO

As hemoparasitoses, infec¢bes causadas por bactérias ou protozodrios, que,
por obrigatoriedade, parasitam células sanguineas de animais domeésticos e
apresentam alta incidéncia dentro da rotina clinica de pequenos animais. Dentre os
principais causadores, pode-se citar a Babesia canis, Erlichia canis e Anaplasma
platys, agentes da Babesiose Canina, Ehrlichiose Monocitica Canina (EMC) e
Anaplasmose Trombocitica Canina (ATC), respectivamente (DUMLER, et al., 2001,
COSTA, 2011).

A crescente casuistica de doencas parasitarias transmitidas por vetores tem
configurado um grande desafio dentro da clinica médica, tanto na medicina humana,
quanto na medicina veterinaria (ANDRE, 2008; BRAGA et al., 2011), uma vez que,
devido a sua prevaléncia, potencial zoonético e carater emergente em muitas partes
do mundo, em especial algumas regides no Brasil, apresentam grande relevancia na
saude publica (FRITZ, 2009). Dentre esses vetores, pode-se citar o Rhipicephalus
sanguineus como o principal artrépode transmissor no Brasil da Erliquiose Canina e
Babesiose Canina (COSTA, 2011).

A Erlichia canis, bactéria intracelular obrigatoria de células hematopoiéticas de
linhagem fagocitica mononuclear (mondcitos e macréfagos), pertence a familia
Anaplasmataceae. No Brasil, € a principal espécie do género Erlichia descrita como
agente causador da Ehrlichiose Monocitica Canina (EMC) (AGUIAR, et al., 2013).
Além dela, outras espécies do género Erlichia foram descritas no Brasil e possuem
potencial zoonético, como a Erlichia ewingii, agente etiolégico da Ehrlichiose
Granulocitica Humana e Canina, e Erlichia chaffensis, agente da Ehrlichiose
Monocitica Humana (OLIVEIRA et al., 2009).

Ja a Babesia canis, protozoario causador da Babesiose Canina no Brasil,
diferentemente da E. canis, parasita preferencialmente hemacias. Dentro da espécie
Babesia canis, ha trés subespécies que diferem entre si quanto a sua patogenicidade
e vetor transmissor: B. canis canis, B. canis vogeli e B. canis rossi. Destas, a B. canis
vogeli € transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus e a principal causadora da
Babesiose em cées no Brasil (ADASZEK & WINIARCZYK, 2008).

O objetivo desse trabalho é apresentar os resultados de um estudo
retrospectivo e avaliar os aspectos clinicos e laboratoriais de cdes atendidos no

Hospital Veterinario da Unifil, no municipio de Londrina, no periodo de 2014 a 2018,
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sem predilegdo por raga ou idade, submetidos a avaliacdo clinica e laboratorial e
positivos para Ehrlichia sp. e Babesia sp. afim de estabelecer o perfil dessas afeccbes

em caes na regiao do norte do Parana.



16

3. REVISAO DE LITERATURA

Diversas doencas transmitidas por carrapatos tém chamado a atencédo de
meédicos veterinarios, uma vez que, apresentam grande importancia na saude unica.
As hemoparasitoses, infec¢cbes causadas por bactérias ou protozoarios, possuem
elevada incidéncia na rotina clinica de animais de companhia, representando um
problema historico e emergente em diversas localidades do mundo, devido
principalmente a sua relevancia dentro da medicina veterinaria, prevaléncia e
potencial zoondtico. Dentre as principais hemoparasitoses existentes, pode-se citar a
Babesiose Canina, Ehrlichiose Monocitica Canina (EMC) e Anaplasmose
Trombocitica Canina (ATC), causadas por Babesia canis, Erlichia canis e Anaplasma
platys, respectivamente. Ambas s&o transmitidas aos animais por vetores artropodes,
como os carrapatos, por exemplo (HARRUS & WANER, 2011).

3.1 Histérico e Taxonomia

O primeiro relato do aparecimento da Ehrlichia canis, anteriormente
denominada Rickettsia canis, foi em 1935, em um Pastor Alemao, na Argélia, descrito
por Donatien e Lestoquard no Instituto Pasteur. Porém, 10 anos depois, em 1945,
Mashkovvsky reclassificou o agente como Ehrlichia canis, homenageando o famoso
bacteriologista aleméo Paul Ehrlich (McDADE, 1990).

No Brasil, o primeiro relato de erhlichiose canina ocorreu em Belo Horizonte,
Minas Gerais, feito por Costa et al., (1973), seguido por outro relato em Jaboticabal,
em S&o Paulo, feito por Maregati, em 1978 (KAVINSKI, 1988).

A ehrlichiose é afeccdo causada por uma bactéria pertencente a Ordem
Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae, do género Ehrlichia. Cinco espécies
compreendem esse género, sendo elas a Ehrlichia ruminantium, E. chaffeensis, E.
ewingii, E. muris e E. canis (DUMLER et al., 2001). De acordo com Cohn (2003), a E
canis foi a primeira a ser relatada como patégeno de importancia na medicina
veterinaria, e, por essa razdo, a mais estudada. A Unica espécie descrita no Brasil em
cées era a E. canis (LABRUNA et al., 2007), porém, estudos realizados relataram

cinco casos de cées infectados por E. ewingii (OLIVEIRA et al., 2009).
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E uma bactéria gram-negativa, imovel, cocoide e elipsoidal, parasita intracelular
obrigatério de células hematopoiéticas, especialmente aquelas do sistema fagocitario
mononuclear, como mondacitos e linfécitos (DUMLER et al., 2001).

A Babesiose é uma patologia causada por protozoarios do género Babesia,
transmitidos por vetores artrépodes durante o repasto sanguineo (ADASZEK &
WINIARCZYK, 2008). Muitas vezes sao referidos como piroplasmas, um termo
utilizado para designar protozodarios que infectam heméacias de mamiferos. Sao
classificados no filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, ordem Piroplasmorida, familia
Babesiidae (VIAL; GORENFLOT, 2006).

Nos cées, as duas espécies predominantes capazes de infecta-los, sao
Babesia canis e Babesia gibsoni, as quais podem ser encontradas no mundo todo
(GREGORY; FORRESTER, 2006). Além dessas, uma outra espécie descrita também
pode acometer os cédes, a Theileria equi, anteriormente denominada Babesia equi
(CRIADO-FORNELIO et al., 2004).

3.2 Transmisséao

O principal vetor de transmissdo para 0s animais € o carrapato, o qual pertence
a classe Arachnida, Ordem Acarina e familia Ixodidae, tendo trés formas parasitarias
no seu ciclo de vida: larva, ninfa e adulto (FORTES, 2004; LABRUNA, 2004).
As fases de ninfa e adulta sdo capazes de realizar a transmisséo transestadial, no
entanto, a horizontal occore através da secrecao salivar do Rhipicephalus sanguineus,
no momento do repasto sanguineo. Estudos demonstram que sao necessarias 12 —
18 horas ap06s a fixacao do carrapato para que ocorra a transmissdo de hemoparasitas
(VIGNES et al., 2001). Porém, Fourie, Stanneck, Luss (2013) relataram em seu estudo
que o R. sanguineus pode transmitir E. canis dentro de 3 horas pés fixagdo. Como
nao ha transmissdo transovariana, as larvas do R. sanguineus nao possuem
importancia na transmissdo, porém, podem se infectar pelo agente e manter a
infeccdo até o estagio adulto (COHN, 2003; UENO, et al., 2009).

A transmissao da babesiose ocorre quando um animal sadio é infectado no
momento do repasto sanguineo, onde o0 carrapato inocula 0s esporozoitos junto com
a saliva (UILENBERG, 2006).
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No vetor, a transmissao ocorre por via transovariana e transestadial, o que pode
garantir a permanéncia do agente por varias geracdes (CHAUVIN et al., 2009). Na
transmissdo transestadial, ou horizontal, os carrapatos na fase de larva ou ninfa
adquirem a Babesia e a transmitem no estadio seguinte. JA& na transmissdo
transovariana, ou vertical, a fmea transmite o parasito aos seus descendentes, com
as larvas ja infectadas no momento da eclosdo. Todas as fases de vida sdo capazes
de transmitir a B. canis, sendo ninfas e adultos mais eficazes no processo de
transmissao (O'DWYER & MASSARD, 2002).

Existem trés diferentes subespécies de Babesia canis: B. canis canis, B. canis
vogeli e B. canis rossi. Morfologicamente sdo bastante semelhantes entre si, porém,
diference-se entre si pelo vetor (ADASZEK & WINIARCZYK, 2008). A B. canis canis
é transmitida pelo Dermatocentor reticulatus, sendo comum na Europa e norte da
Asia. J4 a B. canis vogeli é transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus, em regides de
clima tropical e subtropical, como Estados Unidos, América do Sul, Brasil, Japao,
Austrélia, Africa do Sul e Africa Oriental. Por fim, a B. canis rossi é transmitida através
do Haemaphysalis leachi, na Africa do Sul e regido leste do Suddo (EIRAS et al.,
2008).

No Brasil, assim como a ehrlichiose, a babesiose é considerada endémica,
possuindo grande importancia dentro das doencas transmitidas por carrapatos na
medicina veterinaria, com prevaléncia crescente em algumas regides, o que esta
associado a alta incidéncia do Rhipicephalus sanguineus. Nao é incomum que animais
portadores de ehrlichiose também apresentem co-infeccdo com babesiose, visto que
ambas as afeccfes possuem um vetor transmissor em comum, o Rhipicephalus
sanguineus (VIDOTTO & TRAPP, 2004).

3.3 Fisiopatogenia

No carrapato, a disseminacdo das bactérias do género Ehrlichia ocorrem a
partir do intestino para os hemdcitos e para a glandula salivar. Os carrapatos
sobrevivem como adultos por 155 a 568 dias sem se alimentar, podendo transmitir a
infeccdo por até 155 dias apos se tornarem infectados (DAGNONE et al., 2001).

O controle desse artropode € de dificil realizacdo (ISOLA; CADIOLI; NAKAGE,

2012) e os casos de infeccdo ocorrem principalmente durante as estacdes mais
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guentes do ano, momento em que o carrapato se encontra mais ativo (HARRUS &
WANER, 2011).

Estudos demonstram que, além do Rhipicephalus sanguineus, outro carrapato,
o Amblyomma cajennense, esta envolvido como um vetor ativo na transmissdo da
ehrlichiose, principalmente em &reas rurais (COSTA et al., 2007).

Cada espécie de Ehrlichia possui tropismo por determinados tecidos, onde
desenvolvera a doenca. Apos o periodo de incubacéo, com duracédo de 8 a 20 dias,
0S microrganismos costumam invadir tecidos ricos em células do sistema fagocitario
mononuclear (SFM), como linfonodos, baco, figado e sangue, replicando-se por
divisdo binaria. Essa replicacdo acarreta em linfadenomegalia e hiperplasia
linforreticular de figado e baco caracterizando a fase aguda da infeccdo (MENDONCA
et al., 2005).

Diversos fatores podem influenciar o resultado da infeccéo nos cées. Diferenca
na patogenicidade das cepas de E. canis e co-infec¢cdo com outros patégenos, como
Babesia canis vogeli, transmitida pelo mesmo vetor, por exemplo, implicam nas
manifestacfes clinicas da doenca que um animal infectado possa apresentar
(GREGORY; FORRESTER, 2006; HARRUS & WANER, 2011).

Os protozoarios do género Babesia possuem tropismo por heméacias, sendo
considerados parasitas intraeritrocitarios. O periodo de incubacédo varia de 10 a 21
dias. Ao invadirem essas células, aos pares em casos de infec¢do por B. canis, ou
isolados em casos de B. gibsoni, os protozoarios multiplicam-se por fissao binaria, o
que, por sua vez, acaba fazendo com que o eritrécito ndo suporte um nimero elevado
de parasitas, culminando assim, com a lise celular. Apés lisarem a hemécia, os
piroplasmas disseminam-se na corrente sanguinea até invadirem outra hemacia e
darem continuidade no seu processo de replicacdo (TABOADA & MERCHANT, 2004).
A lise das hemacias libera na circulagdo mediadores inflamatérios de acdo sistémica
que causam vasodilatacdo periférica e hipotensao, facilitando a agregacao eritrocitaria
(BRANDAO & HAGIWARA, 2002; VALLI, 2007).

Em eritrécitos ndo parasitados, a destruicdo ocorre devido ao reconhecimento
destas células pelo sistema imune, uma vez que essas hemacias se encontram
marcadas por antigenos aderidos as suas membranas (ADACHI et al., 1995).

A patogenia da babesiose muitas vezes culmina em anemia hemolitica
progressiva. Além do quadro anémico, devido & hemdlise intensa, ocorre liberacao de

hemoglobina na circulagdo, que por sua vez acarreta em hemoglobindria e
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bilirrubinemia. Quando estd em grande quantidade na circulacdo, a fracdo indireta da
bilirrubina leva a sobrecarga do figado, ocasionando ictericia, congestdo hepatica e
esplénica, culminando em hepatoesplenomegalia (TABOADA & MERCHANT, 2004).

A doenca mais grave, causada por B. canis rossi, pode levar a quadros de
hipoxia, coagulacdo intravascular disseminada (CID), inflamacéo sistémica, choque
hipotensivo associado a diminuicdo nao-hemolitica do volume globular, disfuncéo
multipla de érgdos e choque sistémico, ndo somente pela destruicdo massiva de
eritrocitos, mas também pela obstrucdo de capilares de diversos 6rgaos por células

parasitadas e parasitas livres, levando o animal a 6bito (WELZL et al., 2001).

3.4Sinais clinicos

O curso da erliquiose pode ser dividido em trés fases, aguda, subclinica e croénica,
de acordo com a sintomatologia clinica e anormalidades clinico-patoldgicas
manifestadas em estudos por infeccdo experimental. No entanto, diferencia-las de
forma precisa quando adquiridas naturalmente torna-se um desafio (GREGORY;
FORRESTER, 2006).

A erliquiose é caracterizada por manifestacfes clinicas multissistémicas, com
intensidade que varia de acordo com a fase da doenca. Nao héa predilecéo por raca,
idade e/ou sexo, uma vez que caes com 2 meses a 13 anos de idade foram relatados
(SOUZA et al., 2010). Cées da raca Pastor Alemao parecem ser mais suscetiveis do
gue as outras racas (BORIN et al., 2009; UENO et al., 2009).

A fase aguda possui duracdo média de duas a quatro semanas. A replicacao
do microorganismo ocorre em células mononucleares da corrente sanguinea com
posterior disseminacdo para figado, baco e linfonodos. A trombocitopenia ocorre
durante a fase aguda, entre 10 e 20 dias pos infec¢do, com aumento de plaquetas
imaturas circulantes, que por sua vez, pode persistir por toda a doenca na maioria dos
animais (GREGORY; FORRESTER, 2006).

Clinicamente, as principais manifestacdes observadas na fase aguda sao
apatia, anorexia, vomito, esplenomegalia, petéquias, secre¢do oculonasal, mucosas
palidas, epistaxe e uveite (NAKAGHI et al., 2008; BORIN et al., 2009; HARRUS &
WANER, 2011). Geralmente esses sinais clinicos desaparecem dentro de uma a

qguatro semanas, tornando os caes portadores assintomaticos que podem entrar na
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fase subclinica, permanecendo infectados por longos periédos, de meses a anos
(ORIA et al., 2004; GREGORY; FORRESTER, 2006).

Os sinais oftalmicos podem estar presentes em todas as fases da doenca. A
prevaléncia é de 10 — 15% em cées naturalmente infectados e a severidade varia de
animal para animal. Os achados principais incluem uveite anterior, coriorretinite,
hemorragia de retina e cegueira em casos onde a hiperviscosidade sanguinea
acarreta em descolamento de retina (HARRUS & WANER, 2011).

A fase subclinica ocorre num periodo de seis a nove semanas apos a
inoculacdo, podendo durar meses ou anos. Os cades apresentam-se clinicamente
saudaveis, com o peso normalizado e sem febre, porém, permanecendo portadores
persistentes por anos (GREGORY; FORRESTER, 2006). Cdes imunocompetentes
podem eliminar os microorganismos e suspender a infeccdo, ndo entrando, dessa
forma, na fase subclinica (BREITSCHWERDT, 2004).

A fase crbnica apresenta-se por ultimo, e na maioria dos animais, apés a fase
subclinica. As manifestacfes mais frequentes sdo supressdo medular e uma maior
tendéncia a sangramentos, por mucosas e conjuntivas. A letalidade nessa fase ¢é alta
e a gravidade é maior, quando comparada as outras fases da EMC. Devido a
supressao da medula 6ssea, a producéo de elementos sanguineos ¢é afetada, levando
a um quadro de pancitopenia (DAGNONE et al., 2001).

Os sinais clinicos sdo semelhantes aos da fase aguda, porém, com maior

intensidade e gravidade. A perda de peso € significativa e pacientes nessa fase podem
evoluir para o 6bito, por infec¢cdes secundarias ou sangramentos profusos. Pneumonia
intersticial, insuficiéncia renal, artrite, polimiosite, sinais neurolégicos, como
paraparesia ou tetraparesia, ataxia, déficits de nervos cranianos e convulsées. Torna-
se de suma importancia o diagnostico precoce antes do animal entrar na fase cronica
da doenca e ter um prognéstico mais favoravel (GREGORY; FORRESTER, 2006).
A babesiose esta classificada em duas formas: descomplicada e complicada. Essa
classificacéo foi determinada com base no grau das manifestacdes clinicas, associado
a multiplicacdo dos piroplasmas nos eritrécitos e a patogenicidade das espécies de
Babesia sp. e as subespécies de Babesia canis (TABOADA & LOBETTI, 2015). A
imunidade do hospedeiro, idade e doencas pré-existentes também influenciam na
apresentacao da doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2008).

A forma complicada decorre da anemia hemolitica intensa e da liberagcéo

sistémica de mediadores inflamatérios, que leva ao choque hipovolémico (BRANDAO
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& HAGIWARA, 2002). Podem haver complicacdes que culminem com anemia,
ictericia, coagulagdo intravascular disseminada, sindrome da angustia respiratoria
aguda, insuficiéncia renal aguda, sinais neurologicos, hemoconcentracdo e choque,
demonstrando o envolvimento de sistemas que, por sua vez, acarretam em faléncia
multipla de érgaos (LOBETTI, 1998; LOBETTI et al., 2002).

Na forma descomplicada, os sinais clinicos estdo relacionados a hemalise de
baixa intensidade, sendo eles mucosas palidas, taquipneia, taquicardia, febre,
ictericia, esplenomegalia, apatia e anorexia (LOBETTI, 1998; TABOADA &
MERCHANT, 2004).

Também pode ser descrita em hiperaguda, aguda e subclinica ou crénica.
Destas, a forma hiperaguda € a menos comum e observada em filhotes, estando
associada a intensa infestacdo por carrapatos e parasitemia, tendo como sinais
clinicos choque endotéxico, coagulacdo intravascular disseminada (CID),
hemoglobinuria, ictericia e resposta inflamatoria sistémica severa (DASEY et al., 2001;
LAPPIN, 2015).

A forma aguda compreende infec¢des causadas principalmente por B. gibsoni
ou B. canis rossi, e inclui manifestacdes como anemia, trombocitopenia, ictericia,
esplenomegalia, febre, letargia e anorexia (LAPPIN, 2015). E possivel que cées
portadores de babesiose na fase aguda se recuperem clinicamente mas continuem
com a parasitemia em niveis baixos onde ndo é possivel a deteccdo do agente em
esfregacos sanguineos, tornando-se portadores cronicos. Porém, se submetidos a
situacbes capazes de imunossuprimi-los, sinais clinicos como febre intermitente,
perda de peso, fraqueza, edema, petéquias, ictericia, movimentos de pedalagem e
coma, podem aparecer (McGAVIN & ZACHARY, 2009; LAPPIN, 2015).

Na forma subclinica, ou crénica, muitas vezes o animal apresenta-se normal ao
exame fisico e & pesquisa do parasita em esfregaco sanguineo (MAIA, 2005). E a
forma de apresentacdo clinica predominante em cdes com babesiose no Brasil
(VIDOTTO & TRAPP, 2004).
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3.5 Achados laboratoriais

Na erliquiose, durante a fase aguda, os principais achados laboratoriais séo
anemia, leucopenia e trombocitopenia. Segundo Lappin (2015), a anemia é do tipo
normocitica normocrémica regenerativa. A trombocitopenia pode ocorrer por consumo
de plaquetas, sequestro esplénico, destruicdo imunomediada ou diminuigdo do tempo
de meia vida das plaquetas. A funcao das plaguetas também pode ser alterada, onde
alguns animais apresentam sangramentos superficiais com o numero de plaquetas e
perfil de coagulacdo normais. Casos sem trombocitopenia podem ocorrer (ALMOSNY
& MASSARD, 2002; ACCETTA, 2008).

A fase subclinica € caracterizada pela manutencdo da leucopenia,
trombocitopenia e anemia mesmo com a auséncia de sinais clinicos
(BREITSCHWERDT, 2004).

Ja na fase crbnica, a anemia arregenerativa é a alteracdo hematologica mais
frequente. No leucograma, h& neutropenia com desvio a esquerda, trombocitopenia e
eosinopenia, configurando um quadro de pancitopenia, com supressao da série
eritroide, mieloide e megacariocitica. Pode ocorrer hipoalbuminemia associada a
perda renal de proteinas por nefropatia. (BORIN et al., 2009).

Outros achados incluem azotemia, muitas vezes por glomerulonefrite por
depdsito de imunocomplexos, aumento de alanina aminotransferase, fosfatase
alcalina e bilirrubina total (BULLA et al., 2004; MACIEIRA et al., 2005; SANTOS et al.,
2009). Proteinas séricas estdo acima dos valores de referéncia na maioria dos caes
positivos para E. canis. A hipergamaglobulinemia ocorre devido ao desenvolvimento
de resposta imunomediada a componentes celulares do hospedeiro, o que pode ser
visto pela ocorréncia de glomerulonefrite, por exemplo (KELLY, 1994).

Deve-se destacar que, o achado da trombocitopenia ndo deve ser utilizado
como sinal patognomonico para a erliquiose, uma vez que, outras doencas podem
cursar com diminuicéo dos niveis de plaquetas (BULLA et al., 2004; MACIEIRA et al.,
2005; SANTOS et al., 2009).

Os achados laboratoriais mais comuns em cées com babesiose incluem
anemia regenerativa, hemoglobinudria, acidose metabdlica, trombocitopenia. Também
podem ser encontrados achados bioquimicos como hipoalbuminemia,
hiperbilirrubinemia, bilirrubindria, azotemia e cilindros renais. Destes citados, as

principais anormalidades observadas sdo a anemia regenerativa e a trombocitopenia
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(MORAES et al., 2016). Geralmente, a anemia cursa como normocitica normocrémica
no inicio, progredindo para macrocitica hipocrdmica e regenerativa. Ocorre reticulose
proporcional ao desenvolvimento da anemia. A causa da trombocitopenia ainda nao é
muito bem elucidada, porém, acredita-se que 0S mecanismos mais provaveis para a
sua ocorréncia sejam os de destruicdo mediada por anticorpos ou consumo acelerado
por conta de vasculite endotelial ou também por sequestro esplénico (BRANDAO &
HAGIWARA, 2002).

Achados leucocitarios podem revelar leucocitose, neutrofilia, neutropenia,
linfocitose e eosinofilia. Animais adultos sorologicamente positivos, mas,
assintomaticos, podem ndo demonstrar anormalidades hematologicas (SILVA et al.,
2011).

3.6Diagndstico

O diagnostico da EMC baseia-se na associacdo dos sinais clinicos
apresentados pelo paciente, além dos achados no exame fisico e em exames
laboratoriais, além do historico de contato prévio com carrapatos. A confirmacao é
feita mediante exame parasitoldgico direto, sorologia e técnicas de biologia molecular
(DAGNONE et al., 2003). Para o sucesso na confirmac¢ao do diagnostico, a sorologia
e a biologia molecular devem ser utilizadas em conjunto com esfrega¢cos sanguineos

em qualquer paciente com suspeita de EMC (LITTLE, 2010).

3.6.1 Parasitolégico direto

Método diagndstico de rapida execucao baixo custo, amplamente utilizado para
pesquisa de hemoparasitas, rotineiramente executado em clinicas e hospitais
veterinarios. Baseia-se na pesquisa por inclusdo de morulas de E. canis em leucécitos
de esfregacos de sangue (Figura 1). Contudo, deve-se considerar que a auséncia de
hemoparasitas em células ndo descarta a possibilidade de infeccdo (BORIN et al.,
2009).
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Figura 1. Mérula de Ehrlichia sp. (seta) observada em esfregaco de sangue periférico

de cao naturalmente infectado.
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Fonte: professor Dr. Guilherme Felippelli Martins.

Segundo Harrus & Waner (2011), essa técnica é indicada para o diagnostico
na fase aguda, uma vez que a visualizacdo de moérulas de E. canis nas fases
subclinicas e crénicas € rara, devido a parasitemia flutuante do agente etiolégico,
induzindo o clinico a um falso negativo.

A confirmacdo da babesiose é feita encontrando o parasita no interior das
hemacias (Figura 2). LAminas de esfregagco devem ser confeccionadas com sangue
periférico (ponta de orelha). Piroplasmas encontrados aos pares nos eritrocitos sao
sugestivos de infeccdo por B. canis, enquanto que piroplasmas Unicos sugerem
parasitemia por B. gibsoni (LAPPIN, 2015).
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Figura 2. Babesia canis (seta) observada em esfregaco de sangue periférico de céo

naturalmente infectado.
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Fonte: professor Dr. Guilherme Felippelli Martins.

3.6.2 Testes sorolégicos

Dentre os testes disponiveis para diagnéstico de erliquiose e babesiose, a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) pode ser utilizada tanto em infecgbes
experimentais ou naturais. Nesse teste, ha a pesquisa de anticorpos anti- E. canis e
anti-Babesia. Pela RIFI, a soropositividade inicia-se 7 a 21 dias apo6s a infec¢do, com
niveis maximos apo6s 80 dias, persistindo a menos que o tratamento seja realizado
(ALMOSNY & MASSARD, 2002). Considera-se positivo titulos de IgG 1:40. Em casos
de infecgbes agudas, séo indicados dois testes com intervalo de 7 — 14 dias entre eles
(HARRUS & WANER, 2011).

Falsos negativos podem acontecer em casos de recente infecgéo, ja que, para
0s anticorpos anti-Babesia serem detectados, um periodo de cinco a dez dias pos-
infecc@o é necessario (TABOADA & MERCHANT, 2004).

Testes como Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) também séo utilizados para o
diagnoéstico destas enfermidades. Comercialmente, estdo disponiveis Kits
ImmunoComb Dot-ELISA, para deteccdo de anticorpos IgG em caes suspeitos de
erliquiose, podendo ser realizado com sangue total, soro ou plasma. Sao de facil
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leitura e apresentam boa sensibilidade (HARRUS et al., 2002). Em estudo feito por
Oliveira et al. (2000), 52 cées suspeitos foram testados por meio do ImunnoComb Dot-
ELISA, onde 92,32% foram sororeagentes (positivos) e apenas 4 caes foram
negativos, reforcando a sensibilidade do teste.

Os testes soroldgicos também possuem dificuldade em diferenciar exposicao
prévia de infec¢do, podendo ainda ocorrer reacéo cruzada com outras espécies. Em
areas endémicas, caes podem apresentar altos niveis de IgG sem apresentacéo

clinica, induzindo a falsos positivos (BULLA et al., 2004).

3.6.3 Biologia molecular

A Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction)
€ uma metodologia desenvolvida nos anos 80, que permite a amplificacdo e deteccéo
do material genético do agente. A PCR é amplamente utilizada, pois € capaz de
diferenciar diferentes espécies de Ehrlichia através da identificacdo de sequéncias
espécie-especificas no DNA da bactéria (ALVES et al., 2005; PINYOOWONG et al.,
2008).

A nested-PCR € uma variacdo da PCR. Estudos mostram que a nested-PCR é
mais sensivel que a PCR, sendo usada com certa frequéncia para deteccdo de E.
canis (WEN et al., 1997; MURPHY et al., 1998). No entanto, inovacdes tecnoldgicas
resultaram em outra variacdo da PCR, a PCR real time (PCR em tempo real), que
possui a capacidade de gerar resultados quantitativos, ganhando espag¢o nos
diagnésticos clinicos. Ela permite o0 acompanhamento da reacéo e da apresentacao
dos resultados de forma mais rapida e precisa quando comparada a PCR, que fornece
apenas resultados gqualitativos (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004). A PCR real time
permite quantificar rapidamente a carga bacteriana, tornando-se o método
preferencial para deteccao de E. canis (HARRUS & WANER, 2011).

Como é comum a co-infec¢ao entre mais de um hemoparasito, principalmente
em regides endémicas, Kledmanee et al. (2009) desenvolveram um Multiplex de PCR,
exame capaz de detectar simultaneamente mais de um agente etiolégico em uma
mesma rea¢cdo com uma mesma amostra, como por exemplo E. canis, Babesia sp e

Hepatozoon canis.
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3.7 Tratamento

O tratamento para erliquiose consiste em diminuir a carga bacteriana e cessar
0 quadro clinico. Diversas drogas estao disponiveis, como tetraciclina, doxiciclina,
oxitetraciclina, dipropionato de imidocarb e cloranfenicol (ALMOSNY, 2002).

A tetraciclina foi, durante anos, a droga de elei¢éo para o tratamento da EMC.
Porém, como ndo h& resposta efetiva relacionada ao tempo suficiente para o
tratamento, um consenso do grupo ACVIM-American College of Veterinary Internal
Medicine, elegeu a doxiciclina como tratamento de eleigéo, na dose de 10 mg/kg por
via oral (VO), a cada 24 horas (SID), por 28 dias, para cées e gatos infectados (NEER
et al., 2002).

Além de sua conhecida efetividade, a doxiciclina mostra-se ideal até mesmo
em pacientes com doenca renal como um fator complicante, uma vez que sua
eliminacédo é pela via fecal, ndo aumentando as concentracdes deste farmaco na
corrente sanguinea (ALMOSNY, 2002; ADAMS, 2003).

O tratamento para erliquiose consiste na administracao de doxiciclina, 5mg/kg,
a cada 12 horas, durante 28 dias, ou, 10mg/kg a cada 24 horas, pelo mesmo periodo
de tempo, por via oral ou intravenosa. O dipropionato de imidocarb possui eficacia
comprovada, quando ha a presenca de duas ou mais espécies do género Ehrlichia ou
guando ha co-infeccdo com Babesia, causando a eliminacdo completa do agente do
organismo, quando utilizado na dose de 5 mg/kg por via intramuscular (IM), com duas
aplicacdes num intervalo de 15 dias entre elas. Devido ao fato de apresentar reacées
colinérgicas adversas, como salivacao, dispneia, depressao, secrecéo ocular serosa,
por exemplo, indica-se aplicacao prévia de sulfato de atropina, na dose de 0,02 mg/kg
por via subcutanea (SC), 15 minutos antes da aplicacao do dipropionato de imidocarb
(BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

Na terapia de suporte, a fluidoterapia auxilia na restauracdo da volemia do
paciente, correcdo de disturbios hidroeletroliticos e acidos-basicos. Antieméticos
também devem ser empregados para o controle da émese. Em situa¢des onde surjam
infec¢des bacterianas secundarias, o uso de antibioticos torna-se necessario. Além
disso, pacientes em estado critico com anemia severa devem ser transfundidos o mais
breve possivel (LAPPIN, 2010; AGUIAR, 2015).
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3.8 Progndstico

O prognostico da erliquiose e da babesiose depende da fase em que o animal
é diagnosticado. A fase aguda, quando detectada precocemente, possui prognostico
favoravel. O prognostico € variavel conforme a fase em que a doenca é diagnosticada.
Se diagnosticada na fase aguda com rapida instituicdo do tratamento, o progndstico é
bom, porém, alguns animais tratados tornam-se portadores da doenga, podendo
ocorrer recidivas. A medida que a doenca progride e os sinais clinicos agravam, o

prognaéstico pode evoluir de reservado a mau (SILVA et al., 2011).

3.9 Profilaxia e controle

A prevencgao torna-se de suma importancia quando se trata de locais com alta
populacdo, como por exemplo, canis e gatis. Os métodos mais eficazes envolvem
principalmente o controle do vetor, o carrapato. Tal conduta deve ser feito ndo
somente no animal, mas também no ambiente em que vive e também em seus
contactantes. Assim como na erliquiose, ndo existem vacinas para a prevencao de
Bebesiose (LAPPIN, 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, com analise de casos clinicos atendidos
no Hospital Veterinario do Centro Universitario Filadélfia, localizado no municipio de
Londrina, estado do Parana.

Os dados foram coletados com base em um levantamento dos casos de
pacientes atendidos no Hospital Veterinario no periodo de janeiro de 2014 a julho
2018, PCR positivos para Ehrlichia e/ou Babesia, ndo havendo preferéncia por raca,
sexo e idade.

Para o diagndéstico, material foi obtido apds coleta de sangue durante o
atendimento clinico, acondicionado em tubos com EDTA e encaminhados para o
laboratorio de Patologia Clinica do proprio Hospital. O processamento inicial, com
eritrograma e contagem total de leucdcitos, foi realizado em analisador hematoldgico
semi-automatizado, modelo BC 2800 VET — Mindray®. As contagens diferenciais de
hemacias, leucacitos e plaquetas foram feitas manualmente em lamina para confirmar
a contagem do analisador.

Quanto a realizagcdo da PCR, as amostras de sangue total EDTA eram
refrigeradas e encaminhadas para dois laboratérios veterinarios comerciais, TECSA®"*
e Grupo Sdo Camilo®.?

Como critério de inclusdo, padronizou-se cédes com resultados reagentes
(positivos) para Ehrlichia sp. e Babesia sp. ap6s processamento da amostra por meio
de PCR. Contrério a isso, para determinar o critério de exclusdo, determinou-se 0s
pacientes com resultados ndo reagentes (negativos) para Ehrlichia sp. e/ou Babesia
sp por meio de PCR.

Foram levantadas e tabuladas informacdes de pacientes obtidas no banco de
dados do préprio hospital. Os casos foram separados em trés grupos, sendo o Grupo
E (GE), para pacientes com Ehrlichiose, o Grupo B (GB), para pacientes com
Babesiose e o grupo para pacientes com co-infec¢cao de ehrlichiose e babesiose, o
Grupo EB (GEB).

1 TECSA Laboratérios. Av. do Contorno, 6226 — Savassi. CEP: 30110-042, Belo Horizonte — Minas
Gerais/Brasil.

2 Grupo S&o Camilo — Medicina Diagnoéstica. Rua Santos Dummond, 3430 — Zona 03. CEP: 87050-100, Maringa
— Parana/Brasil.
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Nos grupos GE, GB e GEB, foram levantados dados de resenha: idade, género
e raca. A variavel idade foi agrupada por faixa etéria: até 1 ano; de 1 a 4 anos; de 4
a 9 anos e acima de 9 anos. Quanto ao género, foram separados por machos e fémeas
e, relativo a raca, foram tabeladas as racas dos animais do estudo.

Os principais sinais clinicos apresentados pelos pacientes na primeira consulta
foram catalogados e listados para o GE, GB e GEB, separadamente.

Além disso, dados laboratoriais, como valores de hemacias, hematocrito,
plaguetas, leucdcitos e proteinas plasmaticas totais foram tabulados. Na variavel de
achados laboratoriais, os dados agrupados foram: anemia, leucopenia,
hiperproteinemia, trombocitopenia e leucocitose.
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5 RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2014 a julho de 2018, foram atendidos no setor de
clinica médica do Hospital Veterinario 71 pacientes portadores de Ehrlichiose e/ou
Babesiose, confirmados por PCR. Destes, 44 (62%) foram positivos para Ehrlichia sp.,
20 (28%) positivos para Babesia sp. e sete (10%) animais apresentavam co-infeccao.
Todos os animais do estudo eram da espécie canina, ndo sendo levantados dados
relativos & espécie felina.

Dessa forma, os animais foram dividios em trés grupos: Grupo E (GE) para os
animais positivos para Erliquiose, Grupo B (GB), para animais positivos para
Babesiose e Grupo EB (GEB), para animais co-infectados.

No Grupo GE, relativo ao género, foram encontrados os seguintes resultados:
23 (52,27%) eram machos e os 21 (47,73%) restantes eram fémeas. Na variavel
idade, foram encontrados os seguintes resultados: 13 (29,55%) animais encontravam-
se na faixa de quatro a nove anos; 11 (25%) estavam na faixa etaria de um a quatro
anos; 10 (22,73%) animais com mais de nove anos e os outros 10 (22,73%) restantes
tinham até um ano de idade. Para o grupo GB, em relacdo ao género, os resultados
obtidos demonstraram que, 15 (75%) caes eram fémeas e cinco (25%) eram machos,
perfazendo o total de 20 cdes deste grupo. Relativo a faixa etaria, os resultados para
o grupo GB foram: sete (35%) dos animais estavam na faixa etaria de um a quatro
anos; seis (30%) tinham quatro a nove anos; quatro (20%) tinham até um ano de vida
e trés (15%) acima de nove anos. No grupo GEB, em um total de sete caes, observou-
se predominancia dos machos em relacdo as fémeas, sendo quatro (57,14%) e trés
(42,86%) animais, respectivamente. De acordo com a faixa etaria no grupo GEB, néo
foram observados animais com idade até um ano, tampouco acima de nove anos. Os
cdes desse grupo distribuiram-se com quatro (57,14%) representantes na faixa de
qguatro a nove anos e os trés (42,86%) restantes na faixa de um a quatro anos,

conforme descrito no quadro abaixo.
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Tabela 1 - Ocorréncia absoluta e relativa de cées positivos para Ehrlichia sp, Babesia
sp. e animais co-infectados por Ehrlichia sp. e Babesia sp., atendidos no Hospital
Veterinario do Centro Universitario Filadélfia, Londrina — Parana, no periodo de janeiro
de 2014 a julho de 2018, distribuidos de acordo com idade, género e raga.

Resenha Fator Ehrlichia Babesia Co- Total
sp. Valor sp. infeccéo
absoluto Valor — Valor
(valor absoluto absoluto
relativo) (valor (valor
relativo) relativo)
Idade Até 1 ano 10 4 (20%) 0 14
(22,73%)
la4
anos 11 (25%) 7 (35%) 3 21
(42,86%)
4a9
anos 13 6 (30%) 4 23
(29,55%) (57,14%)
Acima de
9 anos 10 3 (15%) 0 13
(22,73%)
Género Machos 23 5 (25%) 4 32
(52,27%) (57,14%)
Fémeas 21 15 (75%) 3 39
(47,73%) (42,86%)
Raca Sem raca 13 6 (30%) 1 20
definida  (29,55%) (14,285%)
Com racga
definida
31 14 6 51
(70,45%) (70%) (85,71%)

Fonte: O préprio autor.

Foram encontrados os seguintes resultados relativos as racas no grupo GE: 13
(29,55%) animais eram sem raca definida (SRD) e 31 (70,45%) possuiam raca.
Nestes, a ocorréncia distribuiu-se da seguinte forma: cinco (11,36%) |Ihasa apso;
quatro (9,09%) rottweiler; trés (6,82%) Shih-tzu. As racas bull terrier, pastor aleméo e
schnauzer tiveram dois (4,55%) representantes cada. Ja as ragas basset hound,
australian cattle dog, dachshund, golden retriever, pastor suico, pinscher, pitbull,
pointer inglés, poodle, rhodesian ridgeback, sharpei, spitz japonés e yorkshire tiveram
um (2,27%) representante cada. Em relacdo a variavel raca dos animais do grupo GB,
obteve-se os seguintes resultados: seis (30%) cdes ndo possuiam raca definida
(SRD). Os 14 (70%) demais, foram distribuidos da seguinte forma: quatro (20%)
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pertenciam a raca shih-tzu; dois (10%) eram da raca rottweiler. As racas beagle, cane

corso, chow-chow, lhasa apso, pastor aleméao, pinscher, pitbull e spitz alemé&o tinham

um (5%) animal cada. Na variavel raca do grupo GEB, observou-se sua distribuicdo

da seguinte forma: cada uma das racas, Beagle, Cane Corso, Pastor Aleméao, Pitbull,

Rottweiler, Shih-Tzu e SRD tiveram um representante cada, totalizando os sete

animais deste grupo, vide quadro abaixo.

Tabela 2 - Ocorréncia absoluta e relativa de cées positivos para Ehrlichia sp, Babesia
sp. e animais co-infectados por Ehrlichia sp. e Babesia sp., atendidos no Hospital
Veterinario do Centro Universitario Filadélfia, Londrina — Parand, no periodo de janeiro
de 2014 a julho de 2018, distribuidos de acordo com o perfil racial.

Racas

Ehrlichia sp. Valor
absoluto (valor

Babesia sp.
Valor absoluto

Co-infeccgéo -

Valor absoluto

relativo) (valor relativo) (valor relativo)
Australian cattle dog 1(2,27%) 0 0
Basset hound 1(2,27%) 0 0
Beagle 0 1 (5%) 1 (14,285%)
Bull terrier 2 (4,55%) 0 0
Cane corso 0 1 (5%) 1 (14,285%)
Chow-chow 0 1 (5%) 0
Dachshund 1(2,27%) 0 0
Golden retriever 1(2,27%) 0 0
Lhasa apso 5 (11,36%) 1 (5%) 0
Pastor aleméo 2 (4,55%) 1 (5%) 1 (14,285%)
Pastor Suico 1(2,27%) 0 0
Pinscher 1(2,27%) 1 (5%) 0
Pitbull 1(2,27%) 1 (5%) 1 (14,285%)
Pointer inglés 1(2,27%) 0 0
Poodle 1(2,27%) 0 0
Rhodesian ridgeback 1(2,27%) 0 0
Rottweiler 4 (9,09%) 2 (10%) 1 (14,285%)
Schnauzer 2 (4,55%) 0 0
Sem raca definida 13 (29,55%) 6 (30%) 1 (14,285%)
(SRD)
Sharpei 1(2,27%) 0 0
Shih-tzu 3 (6,82%) 4 (20%) 1 (14,285%)
Spitz aleméo 0 1 (5%) 0
Spitz japonés 1(2,27%) 0 0
Yorkshire 1(2,27%) 0 0
TOTAL 44 (100%) 20 (100%) 7 (100%)

Fonte: O préprio autor.
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O quadro seguinte contém valores de referéncia para exames de hemograma e
bioguimico para cées, utilizada como parametro para determinagéo da ocorréncia dos

principais achados laboratoriais deste estudo.

Quadro 1 - Valores de referéncia para eritrograma, leucograma e bioquimica renal de

caes.
Hemograma e Valores de referéncia
Bioquimico
Hemacias (108/uL) 55-8,5
Hemoglobina (g/dL) 12,0-18,0
Hematdcrito (%) 37-55
VCM (fL) 60 — 77
CHCM (%) 32-36
Proteinas Totais 6,0-8,0
Plasmaticas (g/dL)
Leucécitos (/uL) 6.000 — 17.000
Bastonetes (/uL) 0-300
Segmentados (/uL) 3.000 — 11.500
Eosindfilos (/L) 100 - 1.250
Linfécitos (/uL) 1.000 - 4.800
Basdfilos (/uL) Raros
Monécitos (/L) 150 - 1.350
Plaquetas (/uL) 175.000 -500.000
Ureia (mg/dL) 21,4 -59,92
Creatinina (mg/dL) 05-15
ALT (Ul/ dL) 21-73
FA (Ul/ dL) 20 156

Fonte: Adaptada de: SCHALM s Veterinary Hematology (2010).

Quanto aos principais achados laboratoriais demonstrados, 41 dos cées do
grupo GE apresentaram trombocitopenia; 24 tiveram anemia; 10 cées tiveram
hiperproteinemia e nove apresentaram leucopenia. Apenas um animal teve
leucocitose. Dos 20 animais do grupo GB, 16 apresentaram trombocitopenia. Além
deste achado, a anemia esteve presente em nove animais; quatro apresentaram
leucopenia; um apresentou hiperproteinemia e apenas um leucocitose. Todos 0s sete

animais do grupo GEB apresentaram trombocitopenia. dois animais tiveram anemia,
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outros dois leucopenia e outros dois, hiperproteinemia. Nenhum dos caes desse grupo

demonstraram leucocitose nos exames laboratoriais.

Tabela 3 - Ocorréncia absoluta e relativa de cées positivos para Ehrlichia sp, Babesia
sp. e animais co-infectados por Ehrlichia sp. e Babesia sp., atendidos no Hospital
Veterinario do Centro Universitario Filadélfia, Londrina — Parand, no periodo de janeiro
de 2014 a julho de 2018, distribuidos de acordo com os achados laboratoriais.

Achados Ehrlichia sp. — Babesia sp. — Co-infeccéao —
laboratoriais valor relativo Valor absoluto valor absoluto
(valor absoluto)
Trombocitopenia 93,18% (41) 80% (16) 100% (7)
Anemia 54,54% (24) 45% (9) 28,57% (2)
Hiperproteinemia 22,72% (10) 5% (1) 28,57% (2)
Leucopenia 20,45% (9) 20% (4) 28,57% (2)
Leucocitose 2,27% (1) 5% (1) 0
Total 85 31 13

Fonte: O préprio autor.

A trombocitopenia verificada nesse estudo foi o achado laboratorial de maior
ocorréncia, tanto nos caes parasitados por Ehrlichia sp. e Babesia sp. quanto nos co-
infectados por esses hemoparasitas. Dos 71 cées avaliados, 64 (90%) eram

trombocitopénicos e apenas 7 (10%) nao apresentaram trombocitopenia.
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Figura 3. Frequéncia (%) de trombocitopenia em 71 cées parasitados por Ehrlichia
sp., Babesia sp. e co-infectados por Ehrlichia sp., Babesia sp., confirmados por PCR,
divididos em trombocitopénicos e nao-trombocitopénicos, atendidos no Hospital
Veterinario do Centro Universitario Filadélfia, Londrina — Parana, no periodo de janeiro
de 2014 a julho de 2018.

FREQUENCIA DE TROMBOCITOPENIA EM CAES COM
HEMOPARASITOSES EM LONDRINA - PR.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A variavel sinais clinicos no grupo GE apresentou o0s principais resultados: 18
(24%) cées apresentaram anorexia como o principal sinal clinico; seguido de 17
(22,66%) caes com apatia e oito (10,66%) caes tiveram vomito. Referente aos sinais
clinicos dos animais do grupo GB, os principais demonstrados foram: nove (16,66%)
cdes com anorexia, oito (14,81%) estavam apaticos e sete (12,96%) apresentavam
émese. No grupo GEB, as manifestacdes mais observadas foram: anorexia, apatia e
febre, com cinco (18,51%) animais; hematuria e vémito, com trés (11,11%) animais

distintos em cada uma delas.
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Tabela 4 - Ocorréncia absoluta e relativa de cées positivos para Ehrlichia sp, Babesia
sp. e animais co-infectados por Ehrlichia sp. e Babesia sp., atendidos no Hospital
Veterinario do Centro Universitario Filadélfia, Londrina — Parana, no periodo de janeiro
de 2014 a julho de 2018, distribuidos de acordo com os sinais clinicos apresentados.

Sinais clinicos Ehrlichia sp. Babesiasp. Co-infeccéo
Valor absoluto Valor - Valor
(valor relativo) absoluto absoluto
(valor (valor
relativo) relativo)

Anorexia
Apatia
Desidratacéo
Diarreia
Dispneia
Disquezia
Dor abdominal
Emagrecimento

18 (24%)

17 (22,66%)

3 (4%)
6 (8%)
1 (1,33%)
0
2 (2,66%)
2 (2,66%)

9 (16,66%)
8 (14,81%)
0
4 (7,40%)
1 (1,85%)
1 (1,85%)
1 (1,85%)
1 (1,85%)

5 (18,51%)
5 (18,51%)
0
2 (7,40%)
0
0
0
1 (3,70%)

progressivo
Emese 8 (10,66%) 7 (12,96%) 3(11,11%)
Epistaxe 1(1,33%) 4 (7,40%) 1 (3,70%)
Febre 4 (5,33%) 3 (5,55%) 5 (18,51%)
Hematoquezia 3 (4%) 2 (3,70%) 0
Hematuria 2 (2,66%) 3 (5,55%) 3(11,11%)
Hipodipsia 2 (2,66%) 2 (3,70%) 0
ictericia 0 1(1,85%) 1 (3,70%)
Linfoadenomegalia 1(1,33%) 0 1 (3,70%)
Petéquias 0 6 (11,11%) 0
Sangramento oral 1(1,33%) 0 0
Secrecao nasal 2 (2,66%) 0 0
Secrec¢do ocular 2 (2,66%) 1(1,85%) 0
Total 75 54 27

Fonte: O préprio autor.
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6 DISCUSSAO

Em estudo feito por Harrus & Waner (2011), constatou-se que, as infec¢des por
hemoparasitas ocorrem durante as estacdes mais quentes do ano, periodo em que os
carrapatos estao ativos, onde a prevaléncia de E. canis e B. canis esta associada a
distribuicdo do vetor. Fritz (2009) demonstrou a presenca dessas doencas em regides
de clima tropical e subtropical em diversas partes do mundo. A ocorréncia de Ehrlichia
sp. neste estudo foi de 62%. Outros autores relataram em suas pesquisas com caes
soropositivos o0s seguintes dados: 23% no Parand, segundo Trapp et al. (20062); 36%
na Bahia (CARLOS et al., 2007) e 42,5% em Cuiaba (DA SILVA et al., 2010). Os
resultados dos estudos citados ocorridos no Brasil possuem valores semelhantes a
outras pesquisas feitas em paises localizados entre as zonas tropical e subtropical,
reforcando o que foi proposto por Keefe et al. (1982), os quais relataram que cées
situados nessa area climatica possuem maior frequéncia de infec¢éo por Ehrlichia sp.
Isso também explica a alta ocorréncia de doencas transmitidas por carrapato neste
estudo retrospectivo, uma vez que Londrina, municipio no estado do Parana, possui
clima caracterizado como subtropical.

Vidotto e Trapp (2004) demonstraram que, um mesmo animal pode estar co-
infectado por mais de um agente ao mesmo tempo, como bactérias do género
Ehrlichia e protozoarios do género Babesia, por exemplo, visto que esses
hemoparasitas possuem o0 vetor de transmissdo em comum, o Rhipicephalus
sanguineus. Em vista disso, no presente trabalho, 10% dos 71 animais, apresentaram
co-infecgao por Ehrlichia sp. e Babesia sp., reforcando o que foi exposto pelos autores.
N&o foram obtidos dados a respeito da
identificacdo da espécie dos carrapatos que entraram em contato com 0s animais
deste estudo retrospectivo, visto que, a maioria dos pacientes apresentaram contato
com carrapato anteriormente a consulta, ndo estando com o0s ectoparasitas no
momento do atendimento.

Segundo Souza et al. (2010), caes na faixa etaria entre 2 meses a 13 anos
estédo predispostos a adquirir e desenvolver a Ehrlichiose Monocitica Canina (EMC).
Os mesmos autores relatam também que ndo ha predilecdo por raca ou sexo. A
respeito dessa citagao, os dados obtidos no estudo corroboram o que foi apresentado
pelos pesquisadores acima citados, uma vez que, em relacéo a idade, género e sexo,

0S animais estiveram bem distribuidos nas variaveis. Nos cdes com babesiose, a
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maior ocorréncia permaneceu na faixa etaria de 1 a 4 anos, com 35% dos
representantes. Quanto aos cées portadores das duas hemoparasitoses, a
distribuicdo limitou-se a faixa etaria de 1 a 4 anos e a 4 a 9 anos somente. Todavia,
nao foram encontrados dados cientificos que comprovem a predilecéo de espécies do
género Babesia, bem como em infec¢des simultaneas com outros agentes por caes
em qualquer faixa etaria.

Animais Sem Raca Definida (SRD) apresentaram menor numero, quando
comparados aos animais com raga definida, tanto nos casos de infec¢ao por Ehrlichia
Sp. quanto por Babesia sp. Nos 7 animais co-infectados, 7 racas foram relatadas, com
um animal para cada uma. N&o foram encontrados dados na literatura que
correlacionassem as espécies dos hemoparasitas com alguma raca especifica. Nao
h& relacdo da predilecdo por raca nas infec¢cdes de Ehrlichia sp e/ou Babesia sp.,
porém, existem relatos de que cées da raca Pastor Alemao tém maior predisposi¢ao
a infeccdo por Ehrlichia canis e sensibilidade quando ja infectados (NYINDO, et al.,
1980; HARRUS et al., 1997). Apesar disso, somente dois (4,55%) caes dessa raca
foram relatados neste trabalho.

Caes portadores de Ehrlichia sp. podem apresentar trés fases clinicas: aguda,
subclinica e cronica. Na fase aguda, de acordo com Nakaghi et al. (2008), Borin et al.
(2009) e Harrus & Waner (2011), os animais podem apresentar sinais clinicos como
apatia, anorexia e vomito. Outros achados clinicos, como esplenomegalia, mucosas
palidas, epistaxe, petéquias e uveite também podem estar presentes. Nesses casos,
torna-se de suma importancia a realizagao de exames complementares para descartar
possiveis diagndsticos diferenciais, uma vez que, os sinais clinicos acima citados séo
inespecificos. Os sinais de maior ocorréncia nos animais com Ehrlichia sp. foram
apatia, anorexia e vomito, o que, por sua vez, corrobora com os dados da literatura.

Nos animais com Babesiose, os sinais clinicos mais relatados foram apatia,
anorexia, vomito e petéquias. Clinicamente, nos casos de co-infec¢do, 0s animais
apresentaram com maior incidéncia apatia e febre, além de hematuria, vomito e
hiporexia. A ocorréncia de co-infecgdo € pouco estudada pelos pesquisadores, onde,
a maioria dos estudos relacionados a hemoparasitas disponiveis avaliam a infeccéo
perante a um agente, e, 0s que relacionam a presenca de mais de um hemoparasita,
apresentam-se na forma de relato de caso (HARIKRISHNAN, et al., 2005; GAL, et al.,
2007; SASANELLI et al., 2009). Nesses casos de multiplas infecgbes, comumente

observa-se agravamento do quadro clinico (YABSLEY et al., 2008).
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Nao foram obtidos dados relativos a outras comorbidades no momento da
avaliacao clinica devido a sintomatologia inespecifica que os pacientes apresentaram,
uma vez que, a exclusdo de diagnosticos diferenciais para as hemoparasitoses em
guestao baseou-se na realizacdo de exames laboratoriais e biologia molecular.

Quando h& um caso de co-infecgdo, € importante ressaltar o pressuposto de
gue um agente patogénico pode atuar como um facilitador para o estabelecimento de
outras afeccbes tidas como secundarias. Em estudo feito por Boozer e Macintire
(2003), foi demonstrado que a Ehrlichia canis exerce importante papel devido ao seu
efeito imunossupressivo, onde infecdes experimentais com E. canis em caes
assintomaticos e portadores de babesiose fizeram com que ocorresse a manifestacéo
clinica da doenca.

A trombocitopenia tem sido relatada rotineiramente em casos de E. canis. E um
achado comum dentre as alteracdes laboratoriais encontradas em cées parasitados
por hemoparasitas, o que confirma os estudos feitos por Bulla et al. (2004), que,
através do Nested PCR, demonstraram que 98,5% (66/67) dos cées positivos para E.
canis eram trombocitopénicos. Fernandes et al. (2008) estudaram cées com E. canis
e verificaram que 87% destes apresentaram trombocitopenia.

A presenca de leucopenia ao hemograma € indicativo de infeccéo por Ehrlichia
sp. nas fases aguda, subclinica e crénica da doenca e a anemia € comumente vista
na fase crénica (HARRUS & WANNER, 2011). Resultados deste estudo retrospectivo
mostraram que, 90% (64/71) dos animais eram trombocitopénicos. 93,18% dos
animais com Ehrlichia sp. apresentaram a trombocitopenia como principal achado
laboratorial, seguido de anemia em 54,54% dos pacientes, corroborando com o estudo
propostos por Macieira et al. (2005), onde relataram 88,23% dos animais PCR-
positivos eram trombocitopénicos e apenas 11,17% ndo apresentavam
trombocitopenia.

A frequéncia de cdes PCR-positivos para Babesia sp. trombocitopénicos foi
superior a frequéncia de caes nao trombocitopénicos. 80% dos animais apresentaram
trombocitopenia como principal achado laboratorial, 45% apresentaram anemia e 20%
apresentaram leucopenia. Dados semelhantes foram descritos na literatura, vide o
trabalho apresentado por Moraes et al. (2016), os quais observaram que as
anormalidades comumente vistas em caes com Babesiose sdo trombocitopenia e

anemia do tipo regenerativa e conforme relatado por IRWIN e HUTCHINSON (1991),
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em que, em casos de infeccado por Babesia sp., leucopenia e anemia frequentemente
sao encontradas nos casos agudos da doenca.

Dos 7 caes co-infectados, todos tiveram trombocitopenia como a alteracao
laboratorial mais significativa. Novas pesquisas sdo necessarias para melhor
elucidacéo a respeito da ocorréncia de trombocitopenia e os variaveis graus deste
achado, provocados pela interagéo de dois ou mais hemoparasitas.

A ocorréncia da trombocitopenia em cées parasitados por hemoparasitas vem
sendo descrita por diversos autores e estudada devido a sua elevada incidéncia,
porém, apesar de sua causa nao ser completamente elucidada, acredita-se que a
destruicdo plaquetaria possa ocorrer por causas como destruicdo mediada por
anticorpos, consumo acelerado decorrente de vasculite endotelial ou sequestro
esplénico (BRANDAO & HAGIWARA, 2002).

Diversas patologias podem cursar com a diminuicdo na contagem plaquetéria,
como por exemplo, trombocitopenia imunomediada, neoplasias, doencas
inflamatorias e quadros infecciosos. Uma vez que a diminuicdo expressiva no niumero
de plaguetas € detectada, faz-se necessario considerar outras causas para tal achado,
mesmo estando em area endémica. Todavia, com base nos resultados obtidos, as
hemoparasitoses devem ser incluidas nas listas de diagnosticos diferenciais, assim
que a trombocitopenia seja detectada em pacientes residentes em areas endémicas
(HARIKRISHNAN et al., 2005).

Alguns animais infectados por Ehrlichia sp. podem desenvolver glomerulopatia
decorrente do depésito de imunocomplexos. Dentre os achados laboratoriais, pode-
se citar proteintria com hipoalbuminemia associada e aumento de ureia e creatinina
(CODNER et al.,, 19923%). Na bioquimica renal, nenhum paciente deste estudo
encontrava-se azotémico, uma vez que todos os 71 animais apresentavam valores de
ureia e creatinina dentro do intervalo de referéncia.

Little (2010) afirmou que, para um diagnéstico de sucesso, deve-se aliar 0s
achados clinicos com os achados laboratoriais, sendo estes ultimos obtidos por
sorologia e biologia molecular, além da pesquisa por parasitolégico direto, afim de
descartar possiveis diagnosticos diferenciais. No estudo em questdo, ndo foram
obtidos dados a respeito do uso da pesquisa dos hemoparasitas através do
parasitologico direto, uma vez que a deteccdo através dessa técnica é melhor
estabelecida quando o animal encontra-se na fase aguda, segundo Harrus & Waner

(2011), tornando o PCR o método de escolha, uma vez que, de acordo com Borin et
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al. (2009), a auséncia do hemoparasita nas células avaliadas nao é suficiente para
descartar a ocorréncia da hemoparasitose. Embora o exame parasitolégico direto seja
um exame rapido, barato e altamente conclusivo para diagnéstico de
hemoparasitoses, ele apresenta pouca sensibilidade devido ao nivel de parasitemia
ser flutuante, levando o clinico, muitas vezes, a falsos negativos (GREGORY;
FORRESTER, 2006).

Os meétodos soroldgicos ndo foram utilizados, uma vez que, de acordo com
Bulla et al. (2004), ha a dificuldade em diferenciar exposi¢do prévia de infeccédo de
uma infecgdo com curso clinico, o que pode induzir a falsos positivos. Sendo assim, a
biologia molecular foi escolhida como método diagndstico confirmatério para a

realizacdo desse estudo retrospectivo.

7. CONCLUSAO

As hemoparasitoses possuem elevada casuistica na clinica médica de
pequenos animais. Ao analisar as amostras obtidas, notou-se maior ocorréncia de
erliqguiose e/ou babesiose em cdes adultos e que possuiam raca definida, sendo a
maioria cdes machos para infeccdes por erliquiose e em co-infeccédo e nos casos de
babesiose, a maior ocorréncia foi em cadelas. Contudo, ndo ha embasamento tedrico
gue expligue predilecdo dos hemoparasitas por idade, género e raca. Ao analisar 0s
71 dados obtidos, constatou-se que 90% dos caes apresentaram trombocitopenia
como achado laboratorial de maior significancia, demonstrando que as
hemoparasitoses devem ser incluidas como diagnostico diferencial para causas de
trombocitopenia.

Conclui-se que, devido ao carater emergente destas afec¢des e sua relevancia
na saude Unica, medidas profilaticas para controle do vetor deveriam ser mais
eficientes, particularmente em cées provenientes de regides endémicas. Céaes
suspeitos, com histérico de contato com carrapatos e oriundos de regides endémicas,
devem ser avaliados clinicamente e através de exames laboratoriais, a fim de
estabelecer um correto diagnodstico e posterior instituicAo de terapéutica clinica

correta.
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POLICITEMIA VERA EM UM CAO — RELATO DE CASO.

Maria Victoria de Luca Delgado Alvest, Giorgio Queiroz Pereira2, Mirella Tomaz
Soares?, Daniela Scapini Mendes?, Deise Mara Cantos Galina?, Guilherme Felippelli

Martinss3.

9.1 RESUMO

A policitemia, também denominada eritrocitose, refere-se ao aumento do numero de
hemacias circulantes. Pode ser classificada em policitemia relativa e absoluta, que por
sua vez sdo subdivididas em policitemia absoluta primaria e absoluta secundaria. O
presente trabalho relato o caso de um cdo encaminhado ao Hospital Veterinario da
Unifil, localizado no municipio de Londrina-Parand, com sinais clinicos como mucosas
hiperémicas, taquicardia e taquipneia, fraqueza muscular nos quatro membros e
sialorreia, onde a policitemia vera foi confirmada pelos aumentos do hematdcrito
(84,3%), de hemoglobina [(1,5 (g/dl)], e do numero de hemacias [(12,14 (x10"6/ulL))],
sendo posteriormente submetido ao tratamento com Hidroxiureia (25 mg/kg uma vez
ao dia nos primeiros 7 dias, apoés isso, 15 mg/kg uma vez ao dia até estabilizacdo do
hematdcrito e, posteriormente, 15 mg/kg a cada 48 horas), terapia suporte e
flebotomias para a melhora do quadro até o momento da alta médica, onde o
hematdcrito manteve-se em 54%.

Palavras-chave: Hematdcrito, Eritrocitose, Patologia Clinica, Hemacias,

Hemoglobina.
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POLYCYTHEMIA VERA IN A DOG - CASE REPORT.

9.2 ABSTRACT

Polycythemia, also called erythrocytosis, refers to an increase in the number of
circulating red blood cells. It can be classified into relative and absolute polycythemia,
which in turn are subdivided into primary absolute and secondary polycythemia. The
present work reports the case of a dog referred to the Veterinary Hospital with clinical
signs such as hyperemic mucous membranes, tachycardia and tachypnea, muscle
weakness in the four limbs and salivation, where polycythemia vera was confirmed by
increases in hematocrit (84.3%), hemoglobin (1.5 (g / dl)), and the number of red blood
cells (12.14 (x10 ~ 6 / uL)), being subsequently treated with Hydroxyurea (25 mg / kg
SID in the first 7 days, after that , 15 mg / kg SID until Hematocrit stabilization and,
subsequently, 15 mg / kg every 48 hours), supportive therapy and phlebotomies for
the improvement of the condition until the moment of medical discharge, where the
hematocrit remained at 54%.

Key words: Hematocrit, Erythrocytosis, Clinical Pathology, Red blood cells,
Hemoglobin.
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9.3 INTRODUCAO

A policitemia, ou eritrocitose, pode ser caracterizada como 0 aumento no
namero de eritrocitos e aumento da concentracao de hemoglobina e do hematocrito
(ou volume globular) acima dos padrdes de referéncia para cada espécie (THRALL,
2015). Porém, de acordo com Bush (2004), esses valores podem variar de acordo
com caracteristicas raciais e geogréficas do animal, como as racgas braquicefalicas e
animais que vivem em locais de elevada altitude, quando comparados aos que vivem
ao nivel do mar.

Animais com hematdcrito com valores acima de 65% apresentam
hiperviscosidade sanguinea, o que compromete a oxigenacgéao e perfusao tecidual, o
que ja pode ser considerado policitemia (BUSH, 2004).

Segundo Morrinson (2004), a policitemia pode ser classificada em relativa e
absoluta, sendo a absoluta subdividida ainda em priméria e secundaria.

A policitemia relativa ocorre quando ha reducdo do volume plasmatico sem
alterar a massa eritrocitaria, fazendo com que as hemacias permanecam
concentradas devido a diminuicdo de liquidos dentro do vaso (MORRINSON, 2004;
WATSON, 2010). Animais que apresentem volume globular ou hematdcrito com
valores acima do normal que indiguem policitemia, devem ser avaliados para
descartar causas como estresse, excitacdo ou desidratacdo (BUSH, 2004). Dessa
forma, esse tipo de eritrocitose refere-se ao aumento do hematocrito decorrente de
desidratacdo por vomito e/ou diarreia, privacao hidrica, queimaduras extensas, estado
febril, diurese, perda de fluidos internos, ocorrendo também em casos de contracéo
esplénica (onde ha liberacdo do estoque de hemacias) por dor ou estresse ou intenso
panico (considerada policitemia transitéria, que dura em média 1 hora), tanto em
grandes guanto em pequenos animais. Ha também o aumento na contagem de
proteinas plasmaticas e de albumina, o qual é corrigido com reidratacdo(REBAR et
al., 2003).

Mucosas secas, apatia, fraqueza, turgor de pele aumentado, vémito e/ou
diarreia e aumento no tempo de preenchimento capilar conferem sinais clinicos
evidenciados em pacientes com eritrocitose relativa (STRAIT et al., 2005).

Na policitemia absoluta ha um aumento absoluto de hemacias, o0 que por sua
vez eleva o hematécrito e o volume total de sangue, diferentemente da policitemia

relativa, onde ocorria somente 0 aumento de hematdcrito. (REBAR et al, 2003).
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A elevacdo no numero das hemécias pode ou ndo ocorrer por interferéncia da
eritropoietina, o que sera determinante para diferencia-la em primaria ou secundaria
(WATSON, 2010).

O aumento na concentracdo de hemacias resulta em mucosas mais coradas
que o normal e aumento na viscosidade do sangue. Com um sangue mais “espesso’,
o fluxo sanguineo fica mais lento e, por consequéncia, a oxigenacdo sanguinea
também, o que acaba gerando hipodxia tecidual (REBAR et al., 2003).

De acordo com Watson (2010), a policitemia absoluta primaria, também
denominada de policitemia vera, trata-se de uma desordem mieloproliferativa onde ha
producdo excessiva de eritrécitos pela medula éssea, independente de eritropoietina,
que, por sua vez, pode estar em niveis normais ou diminuidos. Considera-se a
policitemia vera uma desordem clonal de células pluripotentes hematopoiéticas, com
exacerbada producéo de glébulos vermelhos pela medula 6ssea (BUSH, 2004).

Segundo Watson (2010), em alguns casos, além da eritrocitose, podem ocorrer
de forma concomitante leucocitose com neutrofilia e desvio a esquerda e também
trombocitose. A relativa deficiéncia de ferro pode resultar em hemacias microciticas,
e algumas vezes, circulares e com tamanho diminuido.

Um dos principais sinais clinicos apresentados por animais com policitemia
vera é o avermelhamento de pele e mucosas (WATSON, 2010).

Clinicamente, um animal com policitemia vera apresenta sinais referentes a
eritrocitose e a hiperviscosidade sanguinea, tais como letargia, apatia, inapeténcia e
anorexia, fraqueza, hemorragias, polidria, polidipsia, Emese, diarreia, crises epiléticas
e vasos retinianos dilatados e tortuosos. Em alguns casos pode ocorrer
esplenomegalia (MORRINSON, 2004).

Anormalidades neuroldgicas, como ataxia, desorientacao, por exemplo, podem
ocorrer de forma secundaria a hiperviscosidade sanguinea, que por sua vez, acarreta
em hipdxia do sistema nervoso (PERKINS, 2000). Em caes e gatos, além dos sinais
neuroldgicos citados, inclui-se também cegueira, comportamento anormal e aparente
depressao mental (WATSON, 2010).

O diagnostico definitivo para policitemia vera deve ser feito com base na analise
do aumento da massa eritrocitaria, presséo arterial de oxigénio (PO2) normal e niveis
séricos diminuidos de eritropoietina, além dos sinais clinicos apresentados
(MORRINSON, 2004).
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A policitemia absoluta secundéria difere da policitemia vera, uma vez que, a
eritropoietina esta diretamente relacionada com a intensa producdo de hemaéacias.
Nesses casos, a concentracdo de eritropoietina no plasma estard aumentada, além
da massa eritrocitaria (BUSH, 2004). Apesar de ndo ser comum nas espécies
domésticas, uma das causas desse tipo de eritrocitose em pequenos animais é
decorrente da Tetralogia de Fallot (WATSON, 2010).

A eritropoietina pode estar aumentada de forma autbnoma ou por hipéxia. Na
primeira forma, a acelerada producéo de eritropoietina ocorre devido a formacdes
neoplasicas, como: linfossarcoma, neoplasia renal, carcinoma, fibrossarcoma; e
patologias renais ndo-neoplasicas, tais como cistos renais e hidronefrose (WATSON,
2010). Nesses casos, ha um aumento na secrecao de eritropoietina ou de substancias
similares secretadas em casos de doencas renais ndo neoplasicas ou hipodxia renal
localizada e liberacdo de células imaturas na corrente sanguinea (BROCKUS &
ANDREASEN, 2011).

Em casos de hipoxia tecidual, resultante de doenca pulmonar crénica
(ventilacdo inadequada) ou cardiopatias (perfusdao inadequada), onde a oxigenacgao
no organismo € baixa, pode resultar em aumento de eritropoietina, o que por sua vez,
estimula, de forma fisioldgica, a medula 6éssea a produzir mais hemacias para tentar
suprir o processo de hipdxia, elevar os niveis de hemoglobina e melhorar a oxigenacao
tecidual. Animais obesos, neonatos e aqueles que vivem em altitudes elevadas
(3.500m) acima do nivel do mar, estédo sujeitos a apresentarem hipoxemia. Os sinais
clinicos predominantes sao dispneia, intolerancia ao exercicio e cianose (WATSON,
2010).

A diferenciacdo de policitemia relativa e absoluta priméaria ou secundaria ndo
deve ser feita Unica e exclusivamente pelo hematocrito, uma vez que, em todas elas
este apresentara valores alterados. Deve-se empregar técnicas para distingui-las,
como, por exemplo, a dosagem de eritropoietina, a qual tera valores distintos em cada
uma das eritrocitoses. Animais que apresentem aumento de hematécrito e
esplenomegalia podem apresentar policitemia absoluta priméaria. J& em animais com
quadro de desidratacdo e aumento de proteinas plasmaticas, que normaliza apo0s
hidratacdo, sugere-se policitemia relativa. Pacientes com neoplasias renais, por
exemplo, e que apresentem aumento nos valores de eritropoietina, podem demonstrar
policitemia absoluta secundaria (WATSON, 2010).
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Na policitemia vera, deve-se verificar a existéncia de doencga cardiopulmonar
por meio de exames de imagem (ultrassom e radiografia), além de ultrassonografia
renal para auxiliar no diagndstico (WATSON, 2010).

O tratamento das policitemias varia conforme a apresentacdo clinica do
paciente. Na policitemia relativa, deve ser feito o controle da doenca primaria que
esteja desencadeando vomitos e/ou diarreia e a corre¢do hidrica com fluidoterapia
(THRALL, 2015).

Na policitemia primaria ou vera, o tratamento feito a longo prazo consiste em
sucessivas flebotomias. A flebotomia, procedimento onde ha a retirada de sangue pela
veia, pode ser feita periodicamente para diminuir valores de hematocrito globular e
manté-lo em valores normais e também para diminuir a viscosidade do sangue
(THRALL, 2015).

A fluidoterapia deve ser feita para repor fluidos equivalentes a quantidade de
sangue retirada. Em alguns pacientes, a suplementacao de ferro pode ser feita a longo
prazo para suprir sua deficiéncia (WATSON, 2010).

Além disso, por ser uma desordem clonal a nivel medular, existe a
possibilidade de utilizacdo de quimioterapicos, como Hidroxiureia, para auxiliar na
diminuicdo da producéo de hemacias (THRALL, 2015).

Em caes, o tratamento com Hidroxiureia é feito na dose de 30 mg/kg (podendo
ser ajustada), uma vez ao dia, por 7 — 10 dias. Ap6s esse periodo e de acordo com a
resposta hematoldgica do paciente, as doses e a frequéncia do tratamento podem ser
adaptadas. Para gatos, a dose sugerida é de 125 mg a cada dois dias por duas
semanas, passando para 250 mg, duas vezes por semana, por duas semanas,

seguido por 500 mg, uma vez por semana (BONAFINE, 2000).

9.4 RELATO DE CASO

Foi encaminhado ao Hospital Veterinario do Centro Universitario Filadélfia, um
canino, adulto, fémea, sem raca definida, pesando 2,5 kg, apresentando duas crises
convulsivas e dificuldades em permanecer em estacdo. Durante anamnese, foi
relatado que, durante as crises, o0 animal defecou, urinou e, ap0s isso, manteve-se em

decubito. Foi relatado também um contactante saudavel, vacinacédo e vermifugacao
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atualizadas. Ao exame fisico, 0 paciente encontrava-se hidratado, as mucosas
estavam hiperémicas, animal apresentava taquicardia e taquipneia, fraqueza
muscular nos quatro membros e salivacdo. Apos solicitado hemograma completo, foi
constatado quadro de policitemia, com Hematocrito em 84,3%, Eritrocitos em 12,14
(x1076/uL), Hemoglobina em 31,5 (g/dl), volume corpuscular médio de 69,5 (fl) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média de 37,3 (%). Ndo foram notadas
alteracbes em leucograma, contagem de plaquetas, funcdo renal e hepatica e
dosagem de glicose. Apoés avaliacéo clinica, a paciente foi internada para melhora do
quadro, controle das crises convulsivas e manejo para diminuicdo do hematdcrito, com
suspeita de policitemia vera. Durante o periodo de internamento, o animal ainda
apresentou episoédios convulsivos no primeiro dia, causados possivelmente por
hipoxia cerebral devido a hiperviscosidade sanguinea, além de vomito e diarreia. A
dosagem de eritropoietina foi realizada para descartar a possibilidade de policitemia
absoluta secundaria, a qual apresentou-se com valores de 3,60 mUI/mL, abaixo dos
valores de referéncia (5 a 35 mUl/mL). Foram realizadas sucessivas flebotomias com
repeticdo do hematdcrito para maior controle do quadro, o qual se apresentou da
seguinte forma nos dois primeiros dias de internacdo: 81% e 76%. O tratamento
estipulado foi de Hidroxiureia (25 mg/kg uma vez ao dia (SID) nos primeiros 7 dias,
apos isso, 15 mg/kg SID até estabilizacdo do Hematdcrito e, posteriormente, 15 mg/kg
a cada 48 horas), além do tratamento suporte para controle de vomito e diarreia. A
realizacdo de flebotomias contribuiu para melhora do quadro, onde o hematdcrito teve
0S seguintes resultados no terceiro e quarto dia de internagdo, respectivamente:
59,3% e 51,4%. ApOs estabilizacdo do quadro e inicio do tratamento com Hidroxiureia,
a paciente recebeu alta, mas com retornos periddicos para realizacdo de exames de
sangue e avaliacdo de hematdcrito. Dez dias apOs a primeira consulta, proprietaria
relatou que continua com a administragéo de Hidroxiureia e a paciente encontrava-se
em bom estado geral, sem crises convulsivas. Ao exame de sangue, hematocrito

estava em 54%.
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9.5 DISCUSSAO

A policitemia vera trata-se de uma enfermidade de inicio silencioso e
desenvolvimento lento, onde ha o aumento na producéo de eritrécitos devido a uma
desordem mieloproliferativa (MESSICK, 2000).

De acordo com Campos (2005), o excesso de hemécias acaba aumentando o
volume sanguineo, tornando-o mais espesso e fluindo com menor velocidade pelos
vasos. Essa hiperviscosidade sanguinea pode acarretar em hipodxia tecidual, como foi
vista no paciente relatado, o qual apresentava crises convulsivas decorrentes,

provavelmente, de hipoxia cerebral.

Na eritrocitose absoluta primaria, a proliferacéo de células da linhagem eritréide
acarreta em um aumento significativo no hematacrito, levando-o a niveis de 65 — 80%
(PERKINS, 2000). Além disso, o nivel sérico de eritropoietina pode estar abaixo dos
valores de referéncia. O volume globular apresentado pelo paciente deste trabalho foi
de 84% no primeiro hemograma realizado e a dosagem de eritropoietina foi de 3,60
muUl/mL, mostrando-se abaixo do normal para cées (5 a 35 mUl/mL), corroborando
com o que foi exposto pelo autor. A dosagem de eritropoietina também foi de
fundamental importancia para diferenciar policitemia absoluta priméria de policitemia

absoluta secundaria.

Segundo Morrison (2004), os sinais clinicos apresentados por animais com
policitemia vera incluem sinais referiveis a eritrocitose e o aumento da viscosidade
sanguinea, tais como mucosas hiperémicas, vomito, diarreia, anorexia, fraqueza,
convulsdes e sinais cardiorrespiratorios. O paciente relatado apresentou, além das
crises convulsivas, vomitos (que persistiram nos primeiros dias de internacéo),
diarreia, fraqueza nos quatro membros (permanecendo-se em decubito na primeira
consulta), além de mucosas avermelhadas, corroborando com os dados apresentados

na literatura acima citada.

De acordo com Watson (2010), exames de imagem, como ultrassonografia e
radiografia toracica para investigacdo de doenca cardiopulmonar e ultrassonografia
renal, devem ser empregados a fim de buscar a causa base e diferenciar as

eritrocitoses. No presente relato, ndo ha histérico de requisicdo de exames de imagem
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para auxilio diagndéstico no caso clinico, uma vez que a policitemia vera foi confirmada

com exame fisico, anamnese e exames laboratoriais.

Quanto ao tratamento, de acordo com Thrall (2015), cdes com policitemia
absoluta priméaria devem ser submetidos a sucessivas flebotomias a fim de manter o
hematdcrito proximo da normalidade. Outro tratamento que age de forma satisfatoria
€ a Hidroxiureia, um quimioterapico que age a nivel medular para diminuir a producao
de heméacias. No relato deste trabalho, o paciente em questéo recebeu Hidroxiureia,
além de sucessivas flebotomias realizadas no periodo de internacdo, onde houve

diminuicéo consideravel do valor de hematdcrito até o momento de sua alta.

9.6 CONCLUSAO

A Policitemia Vera compreende uma séria afeccdo, pouco relatada na medicina
veterinaria, devido a fatores culturais, uma vez que, muitos proprietarios nad possuem
o héabito de realizar check-ups em seus animais. Nesse tipo de eritrocitose, 0 aumento
no nimero de hemacias com posterior diminuicdo da oxigenacao tecidual devido a
hiperviscosidade sanguinea, pode acarretar sérias complicacdes, como crises
convulsivas por hipéxia cerebral, como relatado neste artigo. Sendo assim, o correto
diagndstico, quando instituido rapidamente, promove alivio e conforto ao paciente.
Com isso, conclui-se que a frequéncia de caes com eritrocitose € subestimada devido
a falta de diagnosticos precoces e pouca difusédo acerca dessa patologia no meio

clinico.
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APENDICE A: Aceite da Comissédo de Etica no Uso de Animais

Yo UniFil

CENTRO UNIVERSITARIO FILADELFIA
Parecer CEUA. N2 002/2019

Londrina, 06 de maio de 2019.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A CEUA reunida em 26 de abril de 2019 avaliou o projeto intitulado “Aspectos
clinicos e epidemiolégicos das hemoparasitoses em cides atedidos no Hospital
Veterinario da Unifil no municipio de Londrina - Parana” registrado no CEUA sob o n2
001/2019, desenvolvido sob sua responsabilidade para o cursc de Mestrado em
Medicina Veterinaria, julgando-o APROVADO, para execucdo por entender que os

principios éticos postulados pelo Colegio Brasileiro de Experimentacio Animal estio
respeitados.

Cumpre orientar que ao longo do projeto, caso se pretenda qualquer alteracdo
no protocole experimental aprovado, o novo protocolo devera ser submetido a
apreciagdo da CEUA/Unifil anteriormente a execucdo das modificagdes.

Sem mais para o momento,

Cordialmente.

e

Profa. Ms. Joice Elaine Teixeira Campanha

Coodenadora da CEUA/Unifil
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APENDICE B: Instrucdes para submissdo de artigo — Revista Semina Ciéncias

biolégicas e da saude.

10.

11.

12.

13.

14.

Os manuscritos deverdo ser submetidos a Revista Semina: Ciéncias Bioldgicas e da Saude
exclusivamente pelo Sistema Eletronico de Editoracdo de Revistas, disponivel no enderego:
<http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/seminabio/author/index>.

O manuscrito podera ser redigido em portugués ou inglés e devera ser elaborado no editor de
texto Microsoft Word for Windows, fonte Times New Roman, tamanho 11, normal, com margens
de 2 cm e espagamento entrelinhas de 1,5 cm. Manuscritos redigidos em inglés terao
prioridade de publicacdo. As paginas devem ser numeradas, respeitando o nimero de
paginas de acordo com a categoria na qual o manuscrito se enquadra.

Categoria dos manuscritos:

a) artigos, no maximo 30 paginas;

b) revisdes, no maximo 30 paginas (autores convidados);

c) comunicagdes curtas e relatos de caso, no maximo 20 paginas;

d) resenhas de livros e revistas, no maximo 4 paginas;

Nos artigos de pesquisas que envolveram seres humanos e experimentacao com
animais vertebrados, em seguimento a Resolugcdao CNS 196/96, devera ser enviada
copia do parecer de aprovagao, com o respectivo numero do Certificado de
Apresentacao para Apreciagao Etica (CAAE), emitido por Comité de Etica em Pesquisa
e de acordo com a legislacdo do pais de origem do manuscrito.

Na primeira pagina do manuscrito devera constar o titulo do trabalho, acompanhado de sua
traducdo para o inglés, seguidos do resumo e abstract. O nome dos autores e as informacdes
referentes a titulagdo ndo devem constar no documento de submissdo a fim de assegurar a
avaliagdo a cegas pelos pareceristas. As informacdes relativas a autoria do manuscrito devem
ser inseridas no sistema de submissao do artigo no terceiro passo “Metadados da submissao”.
Publica artigos originais e artigos de revisao, comunicagdes e resenhas de

pesquisadores doutores e doutorandos. Mestrandos e graduandos podem publicar em co-
autoria com doutores.

O resumo e o abstract devem conter até 250 palavras, elaborados em espagamento 1,5 cm e
contemplarem de maneira sucinta o(s) objetivo(s), material e método, principais resultados e
conclusdo. Recomenda-se ndo utilizar abreviagdes no titulo e no resumo.

Palavras-chave e Keywords: devem constar de 3 a 5 Descritores. Para artigos da area da saude
utilizar os “Descritores em Ciéncias da Saude” da Biblioteca Virtual em Salde
(http://decs.bvs.br/). Recomenda-se que os descritores ndao sejam os mesmos utilizados no
titulo do artigo.

Os manuscritos devem ser estruturados de acordo com a metodologia cientifica, contemplando
os itens INTRODUGCAO, MATERIAL e METODO, RESULTADOS, DISCUSSAO e CONCLUSAO. A
conclusdo do estudo podera ser inserida no final da discussdo do artigo. Ndo ha necessidade de
quebras de pagina entre essas segbes, devendo o texto ser continuo.

Os agradecimentos a auxilios recebidos para a elaboragdo do trabalho deverdo ser mencionados
no final do artigo, antes das referéncias bibliograficas.

Os apéndices poderdao ser empregados no caso de listagens extensivas, estatisticas e outros
elementos de suporte.

As figuras e fotografias deverdo estar inseridas no texto pelo seu nimero de ordem e serem
enviadas no formato JPEG, com resolucdo minima de 300 dpi, como documento suplementar. Se
as ilustragdes enviadas ja tiverem sido publicadas, mencionar a fonte e a permissdo para
reprodugdo.

Os quadros e/ou tabelas deverdao ser acompanhados na parte superior de cabegalho que permita
compreender o significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Nas ilustragbes de qualquer natureza (tabela, quadro, desenho, esquema, fluxograma,
fotografia, mapa, grafico, figura, entre outros) o titulo deve ser inserido na parte superior,
seguido de seu numero arabico, travessao e o respectivo titulo. A indicagdo da fonte consultada
(elemento obrigatdrio, mesmo que seja produgdo do proprio autor), legendas, notas e outras
informagdes necessarias a compreensdo da ilustracdo devem localizar-se na parte inferior da
ilustragdo em fonte tamanho 10.



http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/seminabio/author/index
http://decs.bvs.br/
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15. As grandezas, unidades e simbolos deverdo obedecer as normas nacionais correspondentes
(Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT)

16. Citagdes- deve ser utilizado o Estilo "Vancouver", numeradas consecutivamente. Os niimeros
de identificdo dos autores devem ser indicados em algarismos arabicos, sobrescritos e entre
parénteses, sem mencdao do nome dos autores (exceto os que constituem referencial
tedrico). Se forem sequenciais, deverdo ser indicados o primeiro e o Ultimo, separados por
hifen, ex.: (:4); quando intercalados, os nimeros deverdo ser separados por virgula, ex.: (26:8)-
Obs: Os artigos que nao apresentarem a ordem numérica rigorosa de citagdo serdao devolvidos aos
autores.

17. Referéncias: As referéncias dos documentos impressos e eletrénicos devem ser normalizadas
de acordo com o Estilo "Vancouver", elaborado pelo International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE), atualizado em 2009, disponivel no endereco eletrénico
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/) e os titulos dos periddicos abreviados de
acordo com a List of Journals Indexed for MEDLINE (www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals).
Recomenda-se que o nimero de referéncias ndo ultrapasse a 35. A lista apresentada no final do
artigo deve ser numerada de acordo com a sequéncia em que os autores foram citados no texto.

18. A exatiddo das referéncias é de responsabilidade dos autores

Exemplos:
Artigos de periédico
Inclua seis autores, seguidos de “et al” se o nimero exceder 6

Menezes FJ, Menezes LG, Silva GP, Melo-Filho AA, Melo DH, Silva CA. Arq Bras Cir Dig. 2016;29(2):81-5.
doi: 10.1590/0102-6720201600020004

Ribeiro JHM, Otrenti E, Takahashi RF, Nichiata LYI, Padoveze MC, Pereira EG, et al. Clinical and
epidemiological teaching of dengue through simulated practice. Rev Bras Enferm. 2018 Mar-
Apr;71(2):451-456. doi: 10.1590/0034-7167-2016-0503.

Artigo disponivel na internet

Observe o uso das expressoes do formato da referéncia conforme o idioma: portugués
“citado” e “disponivel em”; espanhol “citado” e “disponible en”; inglés “cited” e “available”

Kaul S, Diamond GA. Good enough: a primer on the analysis and interpretation of noninferiority trials.
Ann Intern Med [Internet]. 2006 [cited 2007 Jan 4];145(1):62-9. Available from:
http://www.annals.org/cgi/reprint/145/1/62.pdf

Pachla A, Cruz SFS, Colet CF. Efeito cicatrizante do extrato de plantago tomentosa em cadelas
submetidas a ovariohisterectomia. Semina: Ciénc Biol Saude [Internet]. 2018 [citado 2018 mar
9];38(2):137-44. Disponivel em:
http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/seminabio/article/view/28174/23152

Instituicdo como autor e publicador

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program. Washington: The Institute;
1992.

Livros (Autor de todo o livro)

Garanhani ML, Valle ERM. Educagdo em enfermagem: analise existencial em um curriculo integrado sob o
olhar de Heidegger. Londrina: Eduel; 2010.

Capitulo de Livro


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
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Pagel JF, Pegram GV. The role for the primary care physician in sleep medicine. In: Pagel JF, Pandi-
Perumal SR, editors. Primary care sleep medicine. 2" ed. New York: Springer; 2014. p. 1-9.

Shibatta AO, Bennemann ST, Mori H, Silva DF. Riqueza bioldgica e ecoldgica dos peixes do ribeirdo
Varanal. Em: Bennemann ST, Shibatta AO, Vieira AO, editores. A flora e a fauna do ribeirdo Varanal: um
estudo da biodiversidade no Parand. Londrina: Eduel; 2008. p.76-97.

Teses e dissertacoes

Jones DL. The role of physical activity on the need for revision total knee arthroplasty in individuals with
osteoarthritis of the knee [dissertation]. Pittsburgh (PA): University of Pittsburgh; 2001.

Carvalho VB. O pragmatismo de John Dewey e a educacdo infantil municipal de Londrina: relacbes
possiveis? [dissertacdo]. Londrina (PR): Universidade Estadual de Londrina; 2011.

Gonzalez AD. Ser docente na area da salde: uma abordagem a luz da fenomenologia heideggeriana.
[tese]. Londrina (PR): Universidade Estadual de Londrina; 2012.

Korir J, Karr-Kidwell PJ. The relationship between self esteem and effective educational leadership: a
literary review, recommendations, and interviews [master's thesis]. Denton (TX): Texas Woman's
University; 2000.

Evento (Anais/Proceedings de conferéncia)

Nogueira AS, Silva AP, Dantas ED, Yukita E, Lolis D. Aspectos que contribuem para a morte violenta de
jovens em londrina. Em: Kritsch R, Donat M, editores. Anais do 8° Seminario de Pesquisa em Ciéncias
Humanas; 2010; Londrina: Eduel; 2010. p. 24-41.

Horrobin DF, Lampinskas P. The commercial development of food plants used as medicines. In:
Prendergast HD, Etkin NL, Harris DR, Houghton PJ, editors. Plants for food and medicine. Proceedings of
the Joint Conference of the Society for Economic Botany and the International Society for
Ethnopharmacology; 1996 Jul 1-6; London (UK): Royal Botanic Gardens; 1998. p. 75-81.

Entidade Coletiva

Organizacdo Mundial de Saude (BR). Classificagdo internacional de doengas. 102 ed. Séo Paulo: Ed.
Universidade de Sao Paulo; 2003.

Ministério da Saude (BR). Doencas relacionadas ao trabalho: manual de procedimentos para os servigos
de saulde. Brasilia (DF): Ministério da Saude; 2001.

Resolugoes

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BR). Resolugdo n° 22, de 15 de marco de 2000. Procedimentos
de registro de dispensa da obrigatoriedade de registro de produtos importados pertinentes a area de
alimentos. Diario da Republica Federativa do Brasil 16 mar 2000; Secdo

1. Para submissGes da area da bioldgica e da saiide devem ser observados os itens do check-
list.

2. O autor principal ou correspondente devera enviar, pelo sistema eletrénico da revista, uma carta
ao editor, autorizacdo para publicacdo do trabalho na SEMINA, esclarecendo que se trata de um
trabalho original e comprometendo-se a ndo publicd-lo em outro periddico.

3. A publicagdo dos trabalhos depende de parecer da Assessoria Cientifica Ad hoc da SEMINA.

4. As questdes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité Editorial
da area para a qual foi submetido o artigo para publicagdo.


http://www.uel.br/bc/portal/arquivos/semina-checklist.doc
http://www.uel.br/bc/portal/arquivos/semina-checklist.doc
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Condig¢oes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sao obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relagao a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de acordo
com as normas serdao devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo é original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para publicacdo por outra revista;
caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao Editor".

2. Dados de autoria de todos os autores devem ser preenchidos no processo de submissdo. Utilize o
botdo "incluir autor"

3. Todos os metadados em inglés devem ser preenchidos (title, abstrac and key-words).

Para inclui-los, depois de salvar os dados de submissdo em portugues, clicar em "editar
metadados" no topo da pagina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em inglés,
abstract e key word.

4. As figuras e tabelas estéo inseridas no texto e ndo no final do documento, como anexos.

As figuras, graficos, equacgoes, esquemas, etc devem apresentar qualidade grafica adequada (usar
somente fundo branco) e com a mesma dimensao, para que possam ser reduzidas uniformemente (largura
maxima de uma coluna (8,0 cm)).

Obs:. se escaneadas, deverdo ser em alta resolugdo (800 dpi/bitmap para tragos).

5. No artigo de pesquisa que envolvem seres humanos e experimentacao com animais vertebrados
deve ser enviado como documento suplementar copia do parecer de aprovacao, com o respectivo
numero do Certificado de Apresentacao para Apreciagao Etica (CAAE), emitido por Comité de Etica
em Pesquisa e de acordo com a legislagao do pais de origem do manuscrito.



