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I

Desinventar objetos. O pente, por exemplo.
Dar ao pente fungdes de ndo pentear. Até que
ele fique a disposicdo de ser uma begbnia. Ou
uma gravanha.

Usar algumas palavras que ainda ndo tenham
idioma.

i

Repetir repetir - até ficar diferente.

Repetir € um dom do estilo.

O livro das Ignorégas, Manoel de Barros
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RESUMO

A Anaplasmose Granulocitica Equina (AGE) é causada pelo Anaplasma phagocytophilum,
bactéria intracelular obrigatéria, Gram-negativa, membro da familia Anaplasmataceae incluida
na ordem das Rickettsiales. Pouco se sabe sobre a doenga, dindmica de transmissdo, cepa e
prevaléncia da doenca no estado de Minas Gerais. O presente trabalho teve como objetivo
apresentar os casos clinicos atendido na Clinica Médica de Equideos do Hospital Veterinario da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, descrever a prevaléncia desta
afeccdo nas localidades estudadas e realizar uma avaliacdo laboratorial de equinos
sororreagentes para A. phagocytophilum em trés localidades do estado de Minas Gerais, Brasil.
Também se objetivou descrever molecularmente a cepa do agente encontrada nas localidades
estudadas com o sequenciamento nucleotidico de amostras que se mostrassem positivas ao teste
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Foram estudados animais provenientes do municipio
de Belo Horizonte (224), Ataléia (84) e Sdo Vicente de Minas (88). Em Belo Horizonte
encontrou-se uma frequéncia ao exame da reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) de
53,57% (120/224). Ao exame de capa leucocitaria foi encontrado um percentual de 3,14%
(7/223) de animais positivos e apenas 2,67% (6/96) dos animais foram positivos na reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Em Ataléia e Sdo Vicente de Minas encontrou-se uma frequéncia
de animais reativos a RIFI de 76,16% (131/172). O exame de capa leucocitaria revelou 12,87%
(22/171) dos animais com inclusfes em neutréfilos sugestivas de A. phagocytophilum e apenas
1,68% (2/84) dos animais foram positivos na PCR, sendo realizado sequenciamento das
amostras positivas. Os animais de Belo Horizonte apresentaram valores de hematologia dentro
dos valores de referéncia. Estes animais apresentaram também, relagdo neutrofilo:linfécito
acima dos valores de referéncia. Os animais nado reativos a RIFI do municipio de Sdo Vicente de
Minas apresentaram valores de plaquetas acima dos valores. Os animais de Ataléia
apresentaram valores de eritrdcitos maiores que os de Sdo Vicente de Minas. Ainda, foi
observada elevagdo no numero de leucocitos e linfocitos, com excecdo do grupo néo reativo de
Ataléia. Os resultados alertam para a importancia de mais estudos acerca da epidemiologia desta
doenca em todo o territorio brasileiro para que medidas de controle possam ser tomadas.

Palavras-chave: equino; Anaplasma phagocytophilum; diagnéstico; sorologia; PCR;
sequenciamento nucleotidico
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ABSTRACT

Equine Granulocytic Anaplasmosis is caused by Gram-positive, obligatory intracellular
bacteria, member of the Anaplasmataceae family, included in the Rickettsiales order. Little is
known about, disease transmission dynamics, strain and prevalence of the disease in the state of
Minas Gerais. This study aimed to define seroprevalence of EGA in three localities in the state
of Minas Gerais and realize a hematological and serum biochemistry evaluation of serology
positive horses. 224 animal from Belo Horizonte and 172 animal from Ataléia e S&o Vicente de
Minas were studied. In Belo Horizonte, the seroprevalence for indirect immunofluorescence
assay was 53.54% (120/224). At examination of buffy coat smear a percentage of 3.14% (7/224)
was find and only 2.67% of the animals were positive in polymerase chain reaction. In Ataléia
and Sdo Vicente de Minas the prevalence found in indirect immunofluorescence was 76.16%
(131/172). At buffy coat smear evaluation, 12.87% (22/171) of the animals were positive and
only 1.68% was positive in polymerase chain reaction. Animals from Belo Horizonte presented
with hematology values within the expected for the specie. Although, values of MCHC was
elevated. These animals also had neutrophils:limphocytes ratio and band cells values above of
reference values. At biochemistry, only GGT was elevated. Animals that reacted in IFA from
Ataléia had erythrocytes values higher than Sdo Vicente de Minas animals. Also, it was
observed thet leucocytes and lymphocytes numbers were higher than the other three groups.
GGT was elevated in all animals from these groups. The results emphasize the importance of
further studies on the epidemiology of this disease throughout the Brazilian territory so that
control measures can be taken against the spread of the disease.

Key-words: Equine; Anaplasma phagocytophilum; diagnosis; serology; PCR; nucleotidic
sequencing.
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1. INTRODUCAO

A Anaplasmose Granulocitica Equina
(AGE) ¢é causada pelo Anaplasma
phagocytophilum,  bactéria intracelular

obrigatéria, Gram-negativa, membro da
familia Anaplasmataceae incluida na ordem
das Rickettsiales (Mezerville e Padilla—
Cuadra, 2007). Baseados em analises no
RNA ribossdmico 16S e no gene groESL, na
presenca de antigenos e caracteristicas
biolégicas comuns, o agente da Erliquiose
Granulocitica Humana (EGH), Ehrlichia
equi, agente da Erliquiose Granulocitica
Equina (EGE), e Ehrlichia phagocytophila,
agente da Febre do Carrapato em
ruminantes, foram reagrupadas em uma
Unica espécie: Anaplasma phagocytophilum
(Dumler et al., 2001; von Loewenich et al.,
2003). A bactéria infecta leucdcitos
polimorfonucleares do hospedeiro,
principalmente os neutrofilos (Carlyon e
Fikring, 2003).

Anaplasma phagocytophilum se mantém na
natureza de forma ciclica, alternando-se
entre vetor (carrapatos) e mamiferos
suscetiveis (Carlyon e Fikring, 2003). Além
dos equideos, os ruminantes, roedores,
canideos, aves e seres humanos Ssdo
possiveis hospedeiros da bactéria (de la
Fuente et al., 2005). O aumento do contato
entre animais selvagens, domésticos e seres
humanos eleva o risco de surtos de doencas
transmitidas por carrapatos, dentre elas a
anaplasmose. Esse contato estreito entre
animais e seres humanos torna dificil a
implementacdo de programas de controle
tanto do vetor quanto da doenca (de la
Fuente et al., 2005).

A primeira descricdo do agente em equinos
foi realizada em 1969 na Califérnia, Estados
Unidos (Gribble, 1969; Stannard et al.,
1969) e em seres humanos em 1994,
também nos Estados Unidos (Bakken et al.,
1994). A anaplasmose granulocitica é
considerada uma das doengas transmitidas
por carrapatos do g@género Ixodes mais

disseminadas na Europa (Stuen, 2007). Em
equinos, ja& foi descrito caso clinico na
Alemanha (von Loewenich et al., 2003) e
levantamentos sorolégicos foram realizados
no Brasil (Salvagni et al.,, 2010; Gavido
Prado et al., 2011), Dinamarca (Hansen et
al., 2010), Espanha (De La Fuente et al.,
2005) e Suica (Pusterla et al., 1999).

No Brasil, por se tratar de uma doenca
emergente, pouco se sabe sobre sua
epidemiologia, fisiopatologia e transmissao.
H& pesquisas soroepidemioldgicas nos
estados de Minas Gerais (Gavido Prado et
al., 2011), Goiéas e Distrito Federal (Salvagni
et al., 2010). Em um levantamento clinico
soroldgico na regido centro — oeste do
Brasil, Salvagni et al. (2010) encontraram
uma prevaléncia de 65% de equinos
positivos para A. phagocytophilum pelo teste
de ELISA. Apesar disto, nenhum equino foi
positivo pelo exame microscépico de capa
leucocitaria ou nested PCR (nPCR). J&
Gavido Prado et al. (2011), em estudo feito
com equideos de tracdo da regido
metropolitana de Belo Horizonte, apesar de
terem encontrado soroprevaléncia
semelhante (64,91%), obtiveram resultado
de 28,06% de animais positivos pelo exame
microscopico de capa leucocitéria.

A anaplasmose granulocitica € caracterizada
por sinais clinicos de hipertermia, anorexia,
depressdo, edema de membros, ataxia e
baixa mortalidade. Corpusculos de inclusao
em neutrdfilos, leucopenia, trombocitopenia
e anemia leve sdo as alteragGes
hematoldgicas mais relatadas (Gribble,
1969; Salvagni et al., 2010). Em equinos a
doenca é considerada auto limitante e,
normalmente, 0s animais se recuperam sem
qualquer tipo de sequela ou necessidade de
tratamento (Gribble, 1969; Salvagni et al.,
2010).

O diagnostico da AGE é realizado por meio
dos sinais clinicos e presenga de inclusbes
intracitoplasméaticas ~ em  granuldcitos,
principalmente neutréfilos (Stannard et al.,
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1969; De La Fuente et al., 2005; Salvagni et
al., 2010). Meétodos sorologicos e
moleculares como ELISA, Reacdo de
Imunofluorescéncia indireta (RIFI) e Reacéo
em Cadeia de Polimerase (PCR) também sédo
utilizados para diagndstico do agente (de la
Fuente et al., 2005; Hansen et al., 2010;
Salvagni et al, 2010). A reacdo de
Imunofluorescéncia indireta é considerado
um bom método de diagndstico para o A.
phagocytophilum, apesar de possuir uma
sensibilidade e especificidade mais baixas,
guando comparado ao ELISA (Zimmerman
e Crisman, 2008).

A AGE ainda é uma doenca sub
diagnosticada em todo o territério brasileiro
e causa grandes impactos econémicos e de
salde publica no mundo, mas ainda ndo se
sabe qual sua situagdo no territorio
brasileiro, sendo de real importancia se fazer
um  levantamento de  seu  status
epidemioldgico e assim se tomar as medidas
necessarias de controle da doenga. Além
disso, por ndo se saber qual o vetor e se a
doenca possui carater zoon6tico no Brasil, o
conhecimento sobre seu ciclo na natureza e
nos animais domésticos é importante para
que se evite a infeccdo de seres humanos e
suas consequéncias.

O presente trabalho teve como objetivo
apresentar 0s casos clinicos atendido na
Clinica Médica de Equideos do Hospital
Veterinario da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais,
descrever a prevaléncia desta afecgdo nas
localidades estudadas e realizar uma
avaliagdo laboratorial de  equinos
sororreagentes para A. phagocytophilum em
trés localidades do estado de Minas Gerais,
Brasil. Também se objetivou descrever
molecularmente a cepa do agente encontrada
nas localidades estudadas com o
sequenciamento nucleotidico de amostras
gue se mostrassem positivas ao teste da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Agente etioldgico e ciclo biolégico

Anaplasma phagocytophilum € a nova
designagdo para trés espécies de bactérias
granulociticas: Ehrlichia phagocytophila,
Ehrlichia equi e o agente da Erliquiose
Granulocitica Humana. Esta nomenclatura
foi baseada na relacdo genética e antigénica,
na predilecdo por células de sangue
periférico derivadas de precursores da
medula 6ssea, principalmente os neutréfilos
e morfologia das trés espécies (Dumler et
al., 2001; von Loewenich et al., 2003;
Woldehiwet, 2010). Os trés organismos
apresentam, pelo menos, 99,1% de
similaridade nas sequéncias de nucleotideos
do gene do 16S rRNA e possuem 100% de
similaridade na sequéncia de aminoacidos da
proteina groESL. Outra caracteristica
comum as trés espécies é a participacdo de
um vetor invertebrado na sua transmissao,
sendo o principal responsavel o carrapato
(Dumler et al., 2001). Assim, o agente foi
classificado dentro do género Anaplasma,
familia  Anaplasmataceae = e  ordem
Rickettsiales (Dumler et al., 2001; Lillini et
al., 2006; Woldehiwet, 2010).

Anaplasma phagocytophilum é uma bactéria
Gram-negativa, geralmente pleomorfica,
cocéide a elipsoidal, que se reproduz por
fissdo binéaria, uniforme ou ndo, dentro de
vacuolos ligados a membrana
citoplasméatica. Podem ser Unicos ou
maltiplos, chamados de inclusbes ou
morulas, medindo entre 1,5 a 2,5 um,
podendo chegar até a 6um. As células
bacterianas podem possuir diametro de até
2um em cultivos celulares utilizando células
embriondrias de carrapatos. Analises
ultraestruturais de neutrofilos  equinos
infectados por A.  phagocytophilum
revelaram que as células continham apenas
pequenas morulas  contendo  células
bacterianas  reticuladas, com  parede
citoplasmética ondulada e solta. Em alguns
casos a membrana da morula era cercada



perpendicularmente por microfilamentos
citoplasméticos que mediam entre 5 a 6 nm
de didmetro. O agente infecta leucdécitos
granulécitos  circulantes, principalmente
neutrofilos (Popov et al., 1998; Dumler et
al., 2001; Rikihisa et al., 2010).

Niu et al. (2008) demonstraram que a
bactéria é capaz utilizar, a seu favor, o
mecanismo de autofagia celular. A.
phagocytophilum ao entrar na célula
hospedeira se desvia da rota endossomal
e se replica em compartimentos ligados
a membrana  citoplasmética.  Esses
compartimentos possuem bi camada lipidica,
caracteristica de autofagossomos. Eles ndo
possuem a capacidade de se fundir a
lisossomos, o que favorece a infecgdo e
replicacdo do agente no interior das células
do hospedeiro, formando as inclusdes
intracitoplasmaticas ou moérulas, observadas
a microscopia Otica. Isso explica a
controvérsia da sobrevivéncia do agente no
interior de neutréfilos, ja que essa é uma
célula que participa de primeira linha de
defesa contra patégenos, por meio de um
arsenal de mecanismos oxidativos e nao
oxidativos.

Os neutrdfilos sdo células altamente
pereciveis, sobrevivendo na corrente
sanguinea por apenas seis a 12 horas, mas
sua meia vida aumenta durante a inflamacé&o.
A bactéria parece ser capaz de alterar a meia
vida do neutrdéfilo, tanto in vitro quanto in
vivo (Carlyon e Fikrig, 2003). Para
comprovar 0 atraso na apoptose de
neutrofilos infectados Scaife et al. (2003)
analisaram amostras de neutrdfilos de
ovelhas infectadas ou ndo. Apos a coleta do
sangue, isolamento e purificagdo dos
neutrofilos, estes foram cultivados por 22
horas. A taxa de apoptose dos neutrofilos
infectados foi significativamente menor que
a dos neutrofilos do grupo controle (30£7%
e 52%+5%, respectivamente). Esse atraso é
importante para a replicagdo do agente, pois
0 mesmo possui uma baixa taxa de
crescimento (Carlyon e Fikrig, 2003).

A. phagocytophilum compartilha varios
antigenos de membrana e sequéncias de
nucleotideos no seu DNA com as bacteérias
Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia  ruminantium e Anaplasma
platys. Isto pode ser util para a diferencia¢do
e verificacdo da contaminacdo de
amostras provenientes de cultivos celulares
submetidas a analises por PCR, além
daqueles  antigenos  serem  possiveis
responsaveis pela ocorréncia de reacdes
cruzadas em outras espécies como cdes e
ruminantes (Munderloh et al., 1996; Popov
et al., 1998; Ferreira et al., 2008, Santos et
al., 2011).

Existem evidéncias da existéncia de cepas
gue se diferem genética, fenotipica e
antigenicamente, tornando-as relativamente
espécie-especificas, o que impede que haja
infeccdo de todos o0s hospedeiros por
todas as cepas. Variagdo antigénica,
principalmente das proteinas de membrana,
¢ um dos principais mecanismos de evasao
da resposta imune do hospedeiro. Em um
estudo realizado nos Estados Unidos da
América, verificou-se que a cepa que
infectava um roedor silvestre na Califérnia
ndo foi capaz de causar doenca clinica
guando inoculadas em equinos saudaveis.
Além disso, ndo foram encontradas morulas
nas células circulantes, ndo houve
soroconversdo e ndo foi detectado DNA de
A. phagocytophilum no sangue dos equinos
(Swanson et al., 2006; Foley et al., 2008).
J& Silaghi et al. (2011), na Alemanha,
verificaram diferengas genéticas entre cepas
da bactéria ao estudarem 14 casos de
ocorréncia  natural da AGE. Os
pesquisadores sequenciaram e compararam
guatro genes especificos: 16S rRNA,
groESL, msp2 e msp4, encontrando quatro
diferentes sequéncias de nucleotideos nos
genes que codificam o 16S rRNA, a proteina
groESL e a proteina de membrana msp2.
Apenas trés sequéncias diferentes foram
encontradas no gene da proteina de
membrana msp4. Segundo o estudo ha
evidéncias de que diferentes cepas infectem
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animais de vida livre e domésticos e que
mais de uma cepa pode infectar equinos
tanto na Alemanha quanto em outros paises.

Pouco se sabe sobre o ciclo bioldgico do A.
phagocytophilum e sobre os locais de
replicacio  antes da infeccdo  dos
granulécitos do hospedeiro (Woldehiwet,
2010). Alguns estudos citam a participacdo
de tecidos e 6rgdos como pulmdo, bago e
medula 6ssea como locais ndo sO6 de
replicacdo primaria do microorganismo
como também também durante 0 processo
da doenca (Walker e Dumler, 1996; Lepidi
et al.,, 2000). Munderloh et al. (2004)
demostraram ser a bactéria capaz de infectar
células endoteliais de macaco Rhesus e
bovinas in vitro. A partir deste achado
levantaram a hipo6tese de que as células
endoteliais  estariam  envolvidas  no
estabelecimento da infeccdo, tanto aquelas
infectadas pelo agente quanto aquelas
atuando como apresentadoras de antigeno.

Sabe-se que a larva do carrapato eclode
do ovo livre de infeccdo pelo agente, pois
a transmissdo € transestadial e néo
transovariana. Ao fazer o repasto sanguineo
em animal infectado ela se infecta e, ap0s
ecdise, mantém-se infectada e apta a
transmitir a doenca para outro hospedeiro
susceptivel ou reservatério, mantendo o
ciclo da doenga. ApGs o repasto sanguineo e
a ecdise, a ninfa se transforma em adulto,
que pode também estar infectado pela
bactéria. Além desse tipo de transmissao,
todos o0s estdgios do carrapato sdo
susceptiveis de contrairem a infeccdo apos
se alimentarem em um hospedeiro infectado.
Essa dindmica de infeccdo e transmissdo
entre bactéria e vetor pode ser exemplificada
pelo menor ndmero de ninfas infectadas,
quando comparadas a individuos adultos, em
um estudo realizado na cidade de Leipzig,
Alemanha (Silaghi et al., 2012).

Essa dindmica ndo é ditada apenas pela

presenca ou ndo do vetor. Fatores abioticos
como duracdo dos dias, temperatura e
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umidade interferem na quantidade de vetores
disponiveis para manter o ciclo e em qual
ciclo de vida tais vetores se encontram.
Carrapatos Ixodideos podem passar por um
processo chamado diapausa, no qual
individuos adultos que ndo se alimentaram
apos fazerem a ecdise adiam sua busca por
hospedeiros, até que encontrem uma
situacdo climética favoravel. Normalmente,
a diapausa € influenciada pelo fotoperiodo
negativo, ou seja, durante a estacdo de
inverno em que os dias S&o curtos e as noites
longas. Assim, carrapatos que emergem da
fase de ninfa nos meses de julho a setembro,
nos paises do hemisfério sul, tendem a adiar
sua busca por hospedeiros até os meses de
chuva, de novembro a fevereiro (Madder et
al., 1999; Randolph, 2008).

2.2. Cultivo celular do agente

In vitro, a bactéria pode ser cultivada em
células humanas HL-60 (linhagem pré
mielocitica), células embrionarias de
carrapatos Ixodes scapularis (IDE8 e ISE6)
e em células endoteliais de seres humanos,
macacos Rhesus, bovinos e células de
linhagem de macrofago canino (DH82)
(Goodman et al., 1996; Muderloh et al.,
1996; Popov et al., 1998; Muderloh et al.,
1999; Muderloh et al., 2004). Por se tratar
de uma bactéria intracelular obrigatéria nao
se sabe qual seu comportamento fora das
células do hospedeiro, seja ele mamifero ou
invertebrado  (Woldehiwet, 2010). Em
experimento utilizando células embrionéarias
de carrapato (Ixodes scapularis; IDES8)
para verificar a infectividade do agente,
Munderloh et al. (1996) utilizaram trés tipos
de anticoagulantes (acido citrico-dextrose
[ACD], heparina e EDTA). Os
pesquisadores verificaram que os melhores
sdo a heparina e 0 EDTA. Os resultados
demonstraram que ap6s 11 dias de infeccao
da cultura celular apenas 0,3% das células
que receberam sangue coletado com ACD
apresentavam-se infectadas, 0,6% das que
receberam sangue com EDTA e 1% das que
receberam sangue coletado com heparina.



Os autores também realizaram andlise por
microscopia Optica e ultraestrutural das
células infectadas e encontraram as morulas
presentes nas células IDES8 diferentes das
encontradas em neutrdfilos de equinos
infectados  naturalmente.  Além  disso,
observaram que em culturas mais velhas
havia presenca de mais de uma morula,
podendo chegar a mais de seis por célula.

A bactéria foi isolada e cultivada em células
HL-60 na Escandinavia a partir de sangue de
dois equinos doentes. O sangue foi coletado
e armazenado a -20° C antes de ser semeado
no cultivo celular. A presenca de mérulas
nas células foi verificada apds sete dias de
infeccdo. A porcentagem de infeccdo
aumentou, passando de 10% aos sete dias
para 60% aos 16 dias, seguida por uma
queda na taxa de infecgdo, que chegou a
apenas 20% aos 26 dias pos-inoculagéo.
Essa foi a primeira descricdo, na Europa, da
utilizacdo de sangue previamente congelado
para isolamento e cultivo de A.
phagocytophilum (Bjdersdorff et al., 2002).
Foggie (1966) foi o primeiro pesquisador a
manter 0 agente congelado a uma
temperatura de -79° C utilizando
dimetilsulfoxido  ou  glicerol  como
crioprotetores. As amostras permaneceram
viaveis mesmo ap6s 18 meses de
congelamento e causaram doenga clinica,
apos inoculacdo em ovelhas e cobaias.

2.3. Hospedeiros
2.3.1. Hospedeiros invertebrados (vetores)

Existem em todo o0 mundo aproximadamente
865 espécies de carrapatos. Destes, 650 sdo
classificados como parte da familia
Ixodidae, que tem como principal
caracteristica a presenca de uma placa
dorsal, conhecida como escudo. Deste total,
240 espécies sdo do género Ixodes,
espalhados por todo o mundo. Na regido
neotropical, a qual esta inserido o Brasil,
estdo descritas 46 espécies de Ixodes, sendo

38 endémicas (Swanson et al., 2006;
Onofrio et al., 2009).

Na Europa, Asia e América do Norte o0
agente é sabidamente transmitido por
carrapatos pertencentes ao complexo Ixodes
ricinus, que compreende as espécies |I.
scapularis, 1. pacificus, 1. ricinus e .
persulcatus. Tais espécies sdo heteroxénicas,
se alimentando de um hospedeiro diferente
em cada fase do seu ciclo de vida e ndo sdo
espécie-especificos (Swanson et al., 2006).

A analise molecular para detecgdo do DNA
do A. phagocytophilum, em carrapatos I.
ricinus, tem sido realizada em difentes
paises, tanto em area urbana quanto rural. A
prevaléncia variou de 8,7% na Alemanha
(Silaghi et al., 2012), de 2,7 a 17,5% na
Turquia (Sen et al., 2011) e de 1,15% na
Suécia (Severinsson et al., 2010).

Entretanto, de la Fuente et al. (2004) ao
avaliarem diferentes espécies de carrapatos,
que infectavam mamiferos na regido central
da Espanha, verificaram a presenca do A.
phagocytophilum nos carrapatos Hyalomma
m. marginatum, Rhipicephalus bursa e
Dermacentor marginatum e  nenhum
carrapato do género Ixodes spp. apresentava
a infeccdo. Tal achado sugere que possa
haver outras espécies de carrapatos
pertencentes & familia Ixodidae, mas ndo ao
género Ixodes, responsaveis pela
transmissdo da bactéria, principalmente em
areas onde ha a presenca do patdégeno sem
que haja a presenca de seus principais
vetores. Outros artropodes, como 0s acaros,
podem possuir importancia na transmissdo
do agente, Fernandéz-Soto et al. (2001)
encontraram  evidéncia moleculares da
presenca do agente em larvas da espécia
Neotrombicula autumnalis, coletadas na
vegetacéo da regido norte da Espanha.

Apesar de o Brasil ocupar a maior parte da
regido neotropical do hemisfério sul, a fauna
de carrapatos do género Ixodes é escassa.
Das 240 espécies conhecidas em todo o
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mundo, apenas oito sdo encontradas no
Brasil e nenhuma delas pertencentes ao
complexo I. ricinus (Dantas-Torres et al.,
2009; Onofrio et al., 2009). Desta forma,
ndo se conhece 0 vetor responséavel pela
transmissdo da AGE no Brasil (Salvagni et
al., 2010; Gavido Prado et al., 2011).

2.3.2. Hospedeiros mamiferos/reservatorios

Anaplasma phagocytophilum apresenta uma
grande variedade de espécies de hospedeiros
vertebrados, domésticos ou nao, dentre eles:
ruminantes, roedores, equideos, canideos,
aves migratorias e carnivoras e seres
humanos (Dumler et al., 2001; de la Fuente
et al., 2005; Massung et al., 2005; Dugan et
al., 2006; Machado et al., 2012). Existem
trés tipos de hospedeiros vertebrados:
aqueles verdadeiramente susceptiveis, 0s
hospedeiros reservatérios e os hospedeiros
finais. Os hospedeiros verdadeiramente
susceptiveis desenvolvem a doenca e
apresentam grande quantidade do agente
circulante durante a doenca clinica; o0s
hospedeiros reservatérios ndo desenvolvem
a doenga, mas apresentam parasitemia
significante; os hospedeiros finais, ndo
apresentam quantidades significantes do
agente na circulagéo (Swanson et al., 2006).

Nos Estados Unidos o principal hospedeiro
reservatorio € um pequeno  roedor
(Peromyscus leucopus). Outro mamifero
tem sido incriminado como hospedeiro
reservatorio da doenca, o0 veado da
cauda branca (Odocoileus virginianus).
Ambos hospedeiros sdo habitantes naturais
do pais e frequentemente tém sido
encontrados parasitados por carrapatos do
género Ixodes, com infeccdo por Anaplasma
phagocytophilum e auséncia de
sintomatologia clinica (Bakken e Dumler,
2000; Massung et al., 2005; Dugan et al.,
2006). Ja& na Europa, as espécies
consideradas como principais reservatorios
da doenca sdo os cervideos (Cervus elaphus
hispanicus e Capreolus capreolus), bovinos
(Bos taurus taurus), pequenos roedores
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(Myodes glareolus e Apodemus flavicollis),
suinos selvagens (Sus scrofa) e aves (Turdus
merula, Fringilla coelebs e Passer
domesticus) (de la Fuente et al.,, 2005;
Silaghi et al., 2012).

Um experimento realizado em Leipzig,
Alemanha, analisou a presenca do vetor (I.
ricinus) e a presenca do agente no sangue,
transudatos ou 6rgdos de pequenos
mamiferos. Foram encontrados ambos, vetor
e agente, em dois roedores (M. glareolus).
Um dos roedores também apresentou o
agente no rim (Silaghi et al., 2012).
Magnarelli et al. (2010) demonstraram que 0
cervo de cauda branca (Odocoileus
virginianus), apesar de ndo desenvolver
sinais clinicos, apresentam anticorpos anti-
A. phagocytophilum na corrente sanguinea.

A. phagocytophilum é capaz de causar
doenca clinica em ruminantes, canideos,
equideos e seres humanos, considerados
hospedeiros  verdadeiros.  Apesar da
denominacéo, alguns autores consideram 0s
seres humanos como hospedeiros erraticos
(Leiby e Gill, 2004; De la Fuente et al.,
2005; Silaghi et al., 2012). No Brasil, apesar
da pouca literatura existente sobre o assunto,
equideos, cdes e aves carnivoras foram
descritos como hospedeiros do agente. Os
métodos utilizados para o diagndstico de A.
phagocytophilum foram o exame direto de
capa leucocitaria, RIFI, ELISA e PCR
(nested PCR e RT-PCR) (Salvagni et al.,
2010; Gavido Prado et al., 2011; Santos et
al., 2011; Machado et al., 2012).

2.4. Epidemiologia

O A. phagocytophilum é considerado uma
bactéria cosmopolita, tendo sido descrita em
paises da Europa oriental e ocidental (De la
Fuente et al., 2005; Stuen, 2007; Hansen et
al., 2010; Severinsson et al., 2010; Adaszek
e Winiarczyk, 2011), Asia (Sen et al., 2011),
América do Norte (Bakken et al., 1994;
Goodman et al., 1996; Madigan et al., 1996;
Chae et al.,, 2000;) e América do Sul



(Salvagni et al., 2010; Gavido Prado et al.,
2011).

A dindmica de doencas transmitidas por
carrapatos, entre elas a AGE, é complexa,
em parte devido a trés condicGes que devem
ser atendidas para manutencdo dos os ciclos
de transmissdo. Primeiramente, deve haver
uma espécie de hospedeiro vertebrado
susceptivel a infeccdo pelo agente e que o
mesmo tenha bacteremia alta o suficiente
para que O carrapato possa se infectar
durante o repasto sanguineo. A segunda
seria a capacidade do vetor em se infectar,
manter a infec¢do por periodos longos sem
se alimentar também durante a ecdise e,
mesmo assim, ser capaz de infectar um novo
hospedeiro vertebrado. Por (ltimo, deve
haver na area, individuos susceptiveis para
que a doenga possa ser mantida. A presenca
de reservatorios naturais competentes,
diferentes habitos alimentares entre as
espécies de carrapato e variacbes na
viruléncia das cepas presentes contribuem
conjuntamente para que haja diferencas
geograficas na distribuicio do agente
(Swanson et al., 2006).

Atividades dos seres humanos mudam
vastamente a paisagem e 0 meio ambiente,
levando a alteragdes na fauna e produzindo
circunstancias que levam a um aumento das
chances de ocorrerem epidemias de
anaplasmose granulocitica. Tais mudangas
resultam na alteracdo da distribuicdo
espacial de carrapatos e hospedeiros
vertebrados e, também, na introducdo de
seres humanos e animais domésticos, entre
eles o equino, no ciclo carrapato-patégeno-
animais selvagens. Pela grande variagdo
antigénica e de viruléncia de acordo com a
cepa e com o hospedeiro, a importancia de
A. phagocytophilum como um problema de
salde publica pode variar entre as diversas
regides onde o agente esti presente (De la
Fuente et al., 2004; Telford 1l e Goethert,
2004; Foley et al., 2008; Granquist et al.,
2010a).

O fator de risco é definido como o atributo
de um grupo da populacdo que apresenta
maior incidéncia de uma doenca ou agravo a
salde, em comparagdo com outros grupos
definidos pela auséncia ou menor exposicéo
a tal caracteristica (Almeida Filho e
Rouquayrol, 2006). Ou seja, hova interacdo
entre hospedeiros, vetores e patdgeno é
considerado um importante fator de risco
para o desenvolvimento da doenca em certa
regido geogréafica (De la Fuente et al., 2005;
Swansson et al., 2006). Outro fator de risco
importante para anaplasmose granulocitica é
a introducdo de um individuo infectado
e/ou doente em um grupo saudavel,
porém susceptivel. Zhang et al. (2008)
relataram a transmissdo nosocomial de A.
phagocytophilum em seres humanos, através
do sangue e de secrecOes respiratdrias. Sao
poucos os relatos da transmissdo natural do
agente sem a participagcdo do vetor, mas,
sabe-se que ela pode acontecer por
exposicdo ao sangue contaminado e
tranplacentéria, em seres humanos (Bakken
et al., 1996; Horowitz et al., 1998).

SituagOes experimentais, utilizando sangue
de animais infectados por A
phagocytophilum, conseguiram reproduzir a
doenca clinica em vérias espécies (Foggie,
1966; Stuen e Artursson, 2000; Bjoersdorff
et al., 2002; Davies et al., 2011). Este fato
reafirma a  transmissdo  através de
transfusbes de sangue de um paciente a um
individuo susceptivel, sem a participacdo do
carrapato, como vetor. Mais estudos séo
necessarios para que se possa saber qual a
importancia epidemiol6gica da transmissao
por transfusdo de sangue na AGE (Cable e
Leiby, 2003; Leiby e Gill, 2004).

Para se conhecer a real situacdo da doenca
em diversas regibes do  mundo,
levantamentos sorologicos e moleculares
vém sendo realizados. Hansen et al. (2010),
a fim de saberem qual o status da afec¢do na
Dinamarca, testaram, através de ELISA para
A. phagocytophilum e Borrelia burgdorferi,
390 equinos das principais regides do pais.
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Os autores encontraram 22,3% dos animais
positivos para A. phagocytophilum e 29,0%
para B. burgdorferi. J& Salvagni et al.
(2010), realizaram  diagnostico  direto
(microscopia Optica), sorologico (ELISA e
RIFI) e molecular (PCR), para A.
phagocytophilum e Theileria equi, em 20
equinos da regido centro-oeste brasileira. Os
pesquisadores constataram 13 (65%) dos
animais positivos sorologicamente para A.
phagocytophilum e 18 (90%) positivos para
T. equi, utilizando o teste de ELISA. Os
testes realizados por meio da RIFI revelaram
gue 17 (85%) animais foram positivos para
T. equi. Nenhum animal apresentou
resultado positivo tanto para as analises
moleculares quanto no diagnédstico direto
das afeccOes. Entretanto, Gavido Prado et al.
(2011), em um estudo com equideos de
tracdo da regido metropolitana de Belo
Horizonte; Minas Gerais, empregando como
método diagnoéstico a microscopia 6ptica
e a RIFI, obtiveram 64, 91% de
animais positivos para A. phagocytophilum e
28,06% dos animais  apresentando
inclusdes intracitoplasmaticas ao exame de
microscopia 6ptica. J& Praskova et al.
(2011), em outro levantamento soroldgico
realizado na Republica Tcheca, encontraram
uma prevaléncia de 73% de animais
positivos para A. phagocytophilum, pela
técnica da RIFI. Além disso, os autores
constataram uma associacao entre o sexo do
animal e seu status soroldgico, sendo as
fémeas mais predispostas a apresentarem a
infeccdo. N&o foi encontrada associagéo
entre a idade e taxa de soropositividade. A
alta prevaléncia encontrada no estudo e a
baixa ocorréncia da doenca clinica nos
animais do pais sugerem uma alta frequéncia
de infeccdo, podendo ser maior que 1,5
Vezes ao ano.

Trabalhando com seres humanos, Park et al.
(2003) testaram 271 soros de pacientes sul
coreanos para detectar anticorpos contra A.
phagocytophilum e Ehrlichia chaffeensis
através de RIFI e Western Blot. Utilizando
RIFI, 30 (11,1%) e 39 (14,4%) dos soros
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foram positivos para A. phagocytophilum e
Ehrlichia chaffeensis, respectivamente. J&
por meio da técnica de Western Blot, 24
(8.9%) e 29 (10.7%) dos soros foram
positivos para A. phagocytophilum e
Ehrlichia chaffeensis, respectivamente. Tais
resultados demonstraram a ocorréncia de
ambos patégenos em seres humanos na
Coréia do Sul.

O levantamento sorolégico de animais
selvagens e considerados reservatorios do
agente é de extrema importancia para saber a
distribuicdo do agente em uma determinada
regido. Magnarelli et al. (2010) analisaram
224 soros de cervos de cauda branca
(Odocoileus virginianus), por meio de RIFI
e ELISA, para deteccdo de anticorpos contra
B. burgdorferi e A. phagocytophilum. As
amostras foram coletadas em 44 cidades do
estado de Connecticut, Estados Unidos,
durante 11 anos. Constatou-se que 124 das
224 amostras analisadas eram positivas para
A. phagocytophilum utilizando-se RIFI
como método diagndstico. Os autores
analisaram, ainda, soro de oito cervos que
foram capturados e marcados e tiveram o
sangue coletado. Os mesmo cervos foram
recapturados e passaram pelo mesmo
procedimento quando capturados pela
primeira vez, ap0s algumas recapturas 0s
autores haviam coletado 18 amostras destes
mesmos oito animais. As analises mostraram
que ndo houve grande variagéo nos titulos de
anticorpos para esses animais, apesar de 0s
intervalos entre captura, soltura e recaptura
variarem de 17 dias a cinco anos. Os cervos
do estado de Connecticut estdo em constante
contato com o vetor e consequentemente
com o agente da doenga no pais.

Existem regiGes onde h& uma estabilidade
enzodtica, ou seja, um estado natural
de equilibrio entre a presenca de um
patdégeno transmissivel e de hospedeiros
razoavelmente resistentes ao patdgeno.
Normalmente esse equilibrio é encontrado
na natureza como resultado de uma
adaptacdo dos hospedeiros ao longo da vida,



animais recém-nascidos se infectam por uma
cepa virulenta e se tornam imunes sem
demonstrar sintomatologia clinica da doenca
e 0s adultos mantém a imunidade atraves de
contatos periddicos com o agente (Praskova
et al., 2011). Esta situacdo epidemioldgica é
capaz de explicar os resultados encontrados
por Magnarelli et al. (2003) no estado de
Connecticut, nos Estados Unidos e por De la
Fuente (2005) na regido central da Espanha.

2.5. Fisiopatogenia

Davies et al. (2011) baseando-se na hipotese
de que a resposta imune do hospedeiro,
principalmente o equilibrio entre as
respostas pré6 e anti inflamatérias, sdo
responsaveis pela sintomatologia clinica e
pelas alteragdes hematoldgicas observadas
na anaplasmose granulocitica equina,
realizaram um estudo utilizando oito
equinos. Os autores infectaram os animais e
os dividiram em dois grupos, tratados com
dexametasona (40 mg por animal) entre os
dias 4 e 8 apos a infeccdo e ndo tratados.
Todos os animais, de ambos 0s grupos,
foram positivos para A. phagocytophilum a
partir do quarto dia de infeccdo e assim
permaneceram até o 12° dia. O diagnostico
foi feito através de RT-PCR e por
microscopia optica. Nao houve diferenga do
nimero de células infectadas no pico da
bacteremia entre os grupos, mas a carga
bacteriana ao longo de todo o curso da
doenca foi maior para o0 grupo dos animais
tratados. Também foi observado que, apesar
de todos os animais dos dois grupos
apresentarem 0s mesmo sinais clinicos
(anorexia moderada, letargia, relutdncia em
mover e ictericia), 0s animais tratados
apresentaram edema de membros menos
pronunciado e mais tardiamente. Em relagéo
a resposta imune, ndo houve alteracdo
significativa da transcricdo das citocinas
pré-inflamatérias  nos animais tratados,
durante os quatro dias de tratamento. Ja no
grupo ndo tratado houve redugdo das
citocinas  anti-inflamatorias apenas no
sétimo dia pds-infeccdo. Levando em

consideracdo a razdo de apenas duas
citocinas (IL-10 e INF-y), os animais
tratados apresentaram uma diminuicdo da
resposta pro-inflamatoria entre os dias
quatro e nove. Os autores concluiram que a
modulacdo da resposta inflamatoria através
do uso de dexametasona ndo foi capaz de
diminuir significativamente as alteragOes
hematologicas  encontradas durante a
anaplasmose granulocitica equina.

Lepidi et al. (2000) ao compararem oS
aspectos patolégicos da infeccdo e a
distribuicdo tecidual do agente em seres
humanos, equinos e ovelhas, observaram
gue os sete pacientes humanos, naturalmente
infectados apresentaram febre, dores de
cabeca, dores no corpo, leucopenia,
trombocitopenia e aumento das enzimas
hepéticas (alanina aminotransferase [ALT] e
aspartato aminotransferase [AST]). Ao
exame histopatoldgico esplénico de quatro
dos sete pacientes foi encontrado deplecéo
linfoide, eritro e leucofagocitose, e aumento
do numero de célula apoptoéticas, a medula
6ssea de dois pacientes apresentavam-se
normocelulares e com presenga de
todos os precursores hematopoiéticos em
nameros esperados. Amostras histologicas
do figado de quatro pacientes apresentavam
infiltrados  linfohistiocitarios  periportal
moderados, hepatite lobular linfohistiocitaria
moderada e em dois casos houve hiperplasia
de células de Kupfer. Os equinos
experimentalmente infectados apresentaram
sintomatologia clinica tipica e evidéncia
laboratorial de lesdo  hepatica. A
histopatologia, os principais achados foram
lesbes inflamat6érias em varios Orgaos:
pulmdes, vasos sanguineos, rins e intestinos.
O bago apresentava deplecdo linfoide
moderada e congestdo eritrocitica da
polpa vermelha. Uma Unica ovelha utilizada
no estudo foi infectada experimentalmente
e eutanasiada ap6s cinco dias de
infeccdo apresentando sintomatologia clinica
esperada para a doenca, presenca de
inclusdes em neutréfilos circulantes e

N

deplecdo linfoide do baco, a microscopia.
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A imunohistoquimica, foram observados
neutrdfilos infectados no limen de vasos
sanguineos esplénicos e na microvasculatura
pulmonar de equinos e seres humanos. A
presenca da bactéria nos pulmdes foi
associada a leséo alveolar.

Biopsias de pele realizadas no local
onde houve a picada do vetor (Ixodes
ricinus) de 38 cordeiros foram analisadas
através de histologia e imunohistoquimica
por Granquist et al. (2010b). Os exames
revelaram que 35 dos 38 apresentavam
lesdes inflamatérias caracterizadas por
espessamento de epiderme, fibroplasia e
infiltrado inflamatdrio perivascular. Em
17 das 38 amostras analisadas por
imunohistoquimica foram observada a
presenca de agente etioldgico, que estavam
associados a infiltrados inflamatorios,
principalmente dentro de neutréfilos e
macrofagos. Também foram encontrados nas
tinicas meédias e adventicia e raramente
na tunica intima associadas a vasculite.
Os autores encontraram correlagdo entre
0 grau de inflamagdo do local da
picada do carrapato e o numero de A.
phagocytophilum encontrados na lesdo por
imunohistoquimica. O estudo sugere, mas
ndo confirma a participagdo de neutrofilos,
macrofagos e células endoteliais na infeccéo
primaria.

Pesquisadores concordam com a teoria de
que a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias participa da patogenia da
hipertermia, neutropenia, trombocitopenia e
lesdo tecidual de animais e seres humanos
infectados, principalmente porque a bactéria
induz a uma resposta pré-inflamatéria
modulada por linfécitos Thl, com
grande producdo de interferon gama (INF-
v), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1B (IL-1P) e interleucina 8 (IL-
8). Tais citocinas ja sdo conhecidas por
serem responsaveis por causarem alteracdes
como as citadas acima (Lepidi et al., 2000;
Kim et al., 2002; Choi et al., 2007; Davies et
al., 2011). Dumler et al. (2000) ao
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pesquisarem a producdo de citocinas séricas
em pacientes humanos, durante a fase aguda
da doenca, constataram aumento de INF-y,
IL-13 e Interleucina 10 (IL-10) quando
comparados com a fase de convalescenga ou
com individuos higidos, além de baixos
niveis de TNF-a e Interleucina 4 (IL-4).

Klein et al. (2000) ao pesquisarem a
producdo in vitro de citocinas e quimiocinas
por cultivos celulares HL-60, infectados por
A. phagocytophilum, recebendo ou néo
tratamento com DMSO que resulta na
diferenciagdo das células promielociticas
HL-60 em células da linhagem neutrofilica,
verificaram que a infeccdo ndo estimula a
producdo in vitro de citocinas pro-
inflamatdrias como interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) ou TNF- a. Ocorreu
producdo significativa de IL-8, proteina
inflamatdria de macrofago 1 alfa (MIP-1a) e
beta (MIP-1pB), proteina quimiotatica para
mondcitos 1 (MCP-1) e RANTES
(Regulated on Activation, Normal T cell
Expressed and Secreted), quimiocinas
associadas a mielossupressao, e importantes
no recrutamento de leucocitos em varios
tecidos.

Choi et al. (2007) utilizando camundongos
como modelo experimental, demonstraram
qgue o INF- vy, produzido em maiores
guantidades durante a fase aguda da doenca,
esta relacionado com o aumento de lesGes
hepaticas. Os pesquisadores observaram que
0s camundongos apresentavam  lesdes
caracterizadas por pequenos acumulos
difusos de linfocitos, macrofagos e,
raramente, neutréfilos, o0s quais se
apresentavam ou ndo, apoptoticos.

Artursson et al. (1999) acompanharam
clinica e sorologicamente 45 equinos
positivos  para  Ehlichia equi  (A.
phagocytophilum) durante aproximadamente
um ano. A primeira sorologia, realizada por
reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) durante a fase aguda da doenca,
demonstrou que dos 45 animais, 20 foram



considerados negativos (titulagdo < 1:10) e
0s outros 19 animais foram considerados
positivos (titulagdo > 1:40). Ao se repetir os
exames, oito meses ap0s a fase aguda,
apenas 24 animais estavam disponiveis e
destes apenas seis foram considerados
sorologicamente negativos (titulagdo <
1:10). Dos 24 animais analisados ap6s oito
meses, 10 foram escolhidos para serem
acompanhados até os 15 meses apds a fase
aguda, mensalmente, e verificou-se que
todos apresentaram maior titulagdo um més
apos o pico de bacteremia e ao final de 15
meses, nove apresentavam-se negativos e
apenas um animal apresentava titulacdo de
1:80. Os autores concluiram que a maioria
dos animais tornaram-se sorologicamente
negativos oito meses apds a infecgdo,
independente da duracdo da sintomatologia
clinica. Baseando-se nesses resultados
puderam inferir que os animais considerados
positivos em levantamentos soroldgicos
estdo com infecgdo subclinica ou em estado
convalescente.

2.6. Manifestac0es clinicas

A anaplasmose granulocitica equina (AGE),
antigamente conhecida como erliquiose
granulocitica equina, foi descrita pela
primeira vez no Estado da Califérnia,
Estados Unidos da América (Gribble, 1969;
Stannard et al., 1969). ApGs receberem
cinco animais procedentes da mesma area
apresentando sinais clinicos comuns, 0s
autores inoculuram sangue dos animais
afetados em outros dois animais, que
apresentaram a mesma sintomatologia. Para
esclarecer a natureza infecciosa da doenga,
0s autores inocularam 43 equinos e quatro
muares. O critério utilizado, para considerar
gue os animais inoculados foram ou néo
infectados, foi a presenca de inclusdes
intracitoplasméticas em granulécitos. Assim,
dos 47 animais utilizados, 40 equinos
e trés muares foram considerados infectados.
Além das inclusBes intracitoplasmaticas, o0s
animais apresentaram febre, depresséo,
anorexia, edema subcutaneo e de membros e

relutincia em se mover. Em nenhum
dos muares foi observado edema. O
exame hematolégico foi caracterizado
por leucopenia, trombocitopenia, plasma
ictérico, anemia e a presenca das inclusdes
(Gribble, 1969).

A AGE ¢ caracterizada por febre, depresséo,
anorexia, edema de membros, ataxia,
presenca de  petéquias.  Leucopenia,
trombocitopenia e anemia sdo 0s principais
achados hematoldgicos, o que pode levar a
infeccBes secundarias oportunistas (Gribble,
1969; Stannard et al., 1969; Lepidi et al.,
2000; Dumler et al., 2001; Davies et al.,
2011). A trombocitopenia € um dos achados
mais caracteristicos da AGE, podendo levar
a petéquias, equimoses e até pequenos
sangramentos através de mucosas. Nao se
sabe qual o mecanismo exato para a
diminuicdo do numero de plaquetas, mas
supfe-se que seja por meio da destruicdo
imunomediada, fagocitose por macrofagos e
diminuicdo da produgdo na medula Ossea
(Leipidi, 2000; Adaszex e Winiarczyk,
2011).

Sabe-se que cepas diferentes sdo capazes de
induzirem sintomatologia clinica diferente
nos hospedeiros (Foley et al., 2008;
Granquist et al., 2010a; Silaghi et al., 2011).
Para verificar se ha diferenca na
sintomatologia clinica entre individuos,
Stuen et al. (2011) realizaram um estudo
utilizando  cordeiros de duas racas
noruegueses diferentes, Norwegian White e
Old Norse. Os pesquisadores infectaram
experimentalmente 10 cordeiros de cada
raca, em dois anos consecutivos, utilizando a
mesma cepa de A. phagocytophilum e seis
cordeiros de cada raca foram utilizados
como grupos controle. Verificou-se que
houve diferenca entre as ragas no curso da
doenca, sendo significativas as temperaturas
corporais e a taxa de infeccdo, ambas
superiores para a raga Norwegian White. Em
bovinos h& imunidade adquirida apos
desenvolvimento de doenca clinica ou
contato estreito com A. phagocytophilum,
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sendo que ela ndo é capaz de evitar a
infeccdo pela bactéria, mas capaz de
prevenir o aparecimento de sintomatologia
clinica (Stuen et al., 2005).

Stuen e Artursson (2000) utilizaram
cordeiros para estudarem se a sintomatologia
clinica apresentada pelos animais infectados
experimentalmente era proporcional a dose
infectante. No estudo foram utilizados 21
cordeiros de quatro meses de idade de duas
racas diferentes. Apenas um cordeiro
infectado foi utilizado como doador de
sangue sabidamente infectado pelo agente.
Dos 20 cordeiros restantes, 16 foram
inoculados com doses infectantes diferentes:
1,3 x 10° células infectadas (grupo 1), 43
células infectadas (grupo 2), 4,3 células
infetadas (grupo 3) e 1,3 células infectadas
(grupo 4). Quatro cordeiros ndo foram
inoculados e foram destinados ao grupo
controle. N&o foram observados, pelos
autores, alteragbes tanto clinica quanto
hematolégicas nos cordeiros do grupo 4, que
receberam 1.3 células infectadas. Estes
animais também se apresentavam negativos
para PCR até o vigésimo primeiro dia
apos a infeccdo. Nos animais dos outros trés
grupos (1, 2 e 3), observou-se febre
superior a 40°C, presenga de inclusdes
intracitoplasmaticas caracteristicas do agente
e neutropenia. O periodo de incubacao foi de
dois a quatro dias, sendo consideravelmente
menor no grupo 1, que recebeu a maior
quantidade de células infectadas. Apos
avaliacdo estatistica, os autores concluiram
que ndo houve diferenga, entre 0s
grupos, dos sinais clinicos apresentados.
Sendo assim, a sintomatologia clinica da
anaplasmose  granulocitica, ndo  foi
considerada dose dependente.

Um experimento realizado com cordeiros
verificou que ha diferenca nos sinais clinicos
de acordo com as cepas utilizadas. No
experimento, cinco  cordeiros  foram
inoculados experimentalmente com uma
cepa de A. phagocytophilum (variante 1) e
outros cinco foram inoculados com outra
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cepa (variante 2). Os cordeiros infectados
com a variante 1 apresentaram hipertermia
por um maior periodo, bem como, maior
intervalo entre a infeccdo e a deteccdo de
bacteremia. A neutropenia foi mais severa
guando comparada com a dos cordeiros
infectados com a variante 2. Esse resultado
corrobora com a hiptese de que cepas
diferentes da bactéria sdo capazes de
causarem sinais clinicos diferentes e até
mesmo nao causar doenca clinica em alguns
hospedeiros. Ambas variantes foram capazes
de estabelecer infec¢do persistente por até
seis meses  pds-inoculacdo, havendo
diferencas na frequéncia de bacteremia e no
namero de organismos circulantes durante a
bacteremia, sendo as duas maiores para a
variante 1 (Granquist et al., 2010a).

Em seres humanos os sinais clinicos se
assemelham ao dos equinos, caracterizados
por hipertermia de inicio subito, cefaleia,
mialgia e artralgia. Alguns pacientes podem
apresentar tosse, nauseas, vomitos, diarreia,
dores abdominais e anorexia. Dentre as
complicagOes advindas da infeccdo pode-se
citar coagulacdo intravascular disseminada,
dificuldade respiratoria, neuropatia
periférica, pancreatite, rabdomidlise, além
de choque séptico decorrente da infeccéo
(Oteo e Brouqui, 2005; Mezerville e Padilla-
Cuadra, 2007).

2.7. Diagnostico

O diagndstico, em qualquer modelo
epidemioldgico, é de extrema importancia
para que se possa, tanto tratar
individualmente o paciente quanto estudar
guais sdo os grupos e fatores de risco de tal
doenca (Almeida Filho e Rouquayrol, 2006).
Sendo assim, para anaplasmose, ha varios
métodos diagnosticos que auxiliam no
entendimento do processo salde-doenga.

Os principais métodos utilizados por
profissionais e  pesquisadores  para
anaplasmose granulocitica sdo: microscopia
Optica, sorologia e biologia molecular



(Dagnone et al., 2001; de la Fuente et al.,
2005; Zimmerman e Crisman, 2008;
Granquist et al., 2010a; Stuen et al., 2011).
E importante lembrar que nenhum meio
diagnostico auxiliar tem validade se néo for
utilizado em conjunto com o exame clinico
completo do paciente (Artursson et al.,
1999).

Os sinais clinicos apresentados pelos
equinos acometidos (hipertermia, depressao,
anorexia, edema de membros, fraqueza e
relutincia em se  locomover), séo
considerados muito vagos e podem ser
facilmente confundidos com outras doengas.
Assim, se faz necessaria a realizacdo de
exame clinico associado a métodos
laboratoriais complementares para se chegar
ao diagnostico definitivo da anaplasmose
granulocitica equina (Aguero-Rosenfeld,
2002).

2.7.1. Exame parasitolégico

A visualizacéo das inclusdes
intracitoplasmaticas em leucdcitos,
principalmente os neutréfilos é o diagndstico
definitivo e considerado padrdo ouro para
anaplasmose granulocitica (Dagnone et al.,
2001). Para realizagdo do método utilizam-
se laminas de capa leucocitaria, coradas pela
técnica de Romanovsky, Giemsa ou May-
Grumwald-Giemsa, que sdo lidas em
imersdo em 6leo em aumento de 1000 vezes.
Para o célculo da taxa de infeccdo sdo
avaliados 400 neutréfilos, anotando-se a
guantidade desses que apresentam morulas e
entdo faz-se a estimativa da taxa de infecgdo
(Stuen et al., 2011). Segundo Aguero-
Rosenfeld (2002) o exame de capa
leucocitéria apresenta o limitacdo de possuir
baixa sensibilidade (~60%), apesar da alta
especificidade.

2.7.2. Exames soroldgicos
Sorologia é definida como a deteccdo

de anticorpos contra um determinado
epitopo no soro ou plasma de um paciente.

Assim sendo, foram desenvolvidos varios
ensaios sorolégicos a fim de detectar tais
anticorpos. No diagnostico de anaplasmose
granulocitica sdo utilizados o Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) e, a Reacéo
de Imunofluorescéncia Inditera (RIFI)
(Zimmerman e Crisman, 2008).

Para a maioria dos exames sorologicos,
amostras pareadas, coletadas em certo
periodo de tempo (normalmente 1 a 3
semanas), sdo necessarias para o diagndstico
preciso de doencas infecciosas, como € o
caso da anaplasmose (Artursson et al., 1999;
Zimmerman e Crisman, 2008).

O ELISA é um teste imunoldgico sensivel e
versatil que utiliza anticorpos conjugados a
enzimas e antigenos ou anticorpos ligados a
um suporte solido. S8 mensuradas
mudangas na atividade enzimatica durante a
reacdo e, tais mudancas, estdo diretamente
relacionadas a ligacdo e ao tipo de ligacao
dos anticorpos conjugados aos antigenos ou
anticorpos em uma base sélida (Paulie et al.,
2005).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta
¢ um teste que se baseia na deteccao
de anticorpos contra epitopos. A forma
de obtencdo dos antigenos varia
entre pesquisadores e laborat6rios, que
podem utilizar culturas celulares de A.
phagocytophilum  obtidos de animais
infectados natural ou experimentalmente
(Ferreira e Carvalho, 1973; Jongejan
et al., 1989; Artursson et al., 1999;
Zimmerman e Crisman, 2008). Segundo
Zimmerman e Crisman (2008), a técnica
possui  sensibilidade e especificidade
altas e ¢ de rapida realizacdo. A maioria dos
levantamentos soroepidemiolégicos realizados
para A. phagocytophilum utilizam a técnica
de RIFI devido sua praticidade, baixo custo
e rapidez (Zimmerman e Crisman, 2008;
Hansen et al., 2010; Salvagni et al., 2010;
Praskova et al., 2011).
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2.7.3. Exame molecular: reacdo em cadeia
da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) sintetiza artificialmente, através de
reagBes enzimaticas, sequéncias de Acido
Desoxirribonucleico  (DNA), utilizando
oligonucleotideos, conhecidos como primers
para iniciar o processo. Assumindo uma
eficiéncia de 100%, ap6s 20 ciclos, a reacdo
é capaz de multiplicar uma Unica sequéncia
de DNA por 2° E considerada uma técnica
simples, rapida e totalmente automatizada, o
gue justifica seu largo emprego no auxilio de
diagnosticos de certas doengas virais,
bacterianas ou fungicas (Ehrlich, 1989;
Dumler et al., 2001; Silaghi et al., 2012).

As amostras utilizadas para realizacdo de
PCR podem ser obtidas de fluidos corporais
ou por meio de bidpsias de tecidos. No
diagndstico de anaplasmose granulocitica,
sdo utilizados, principalmente, sangue e capa
leucocitaria, mas tecidos vascular, pulmonar
ou hepético também podem ser utilizados
(Massung et al., 1998; Lepidi et al., 2000;
Granquist et al., 2010b; Sen et al., 2011).

2.8. Tratamento

O grupo das tetraciclinas tem sido o mais
recomendado para o tratamento clinico da
doenca, sendo a tetraciclina o antibi6tico de
escolha para animais domésticos e a
doxiciclina para humanos, por serem mais
efetivas no tratamento de micro organismos
intracelulares (Stuen e Bergstrom, 2001;
Mezerville e Padilla-Cuadra, 2007, Dziggiel
etal., 2013).

Segundo McQuiston et al. (2003), o uso da
oxitetraciclina para o tratamento de equinos
€ mais indicado e deve ser feito na dose
de 7mg/kg, por via intravenosa, SID,
por pelo menos oito dias. Adaszek et al.
(2009) relataram o uso de oxitetraciclina
intravenosa em um caso de AGE. O animal
recebeu o tratamento antibiotico, na dose de
8,0 mg/kg, associado a dexametasona
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(20mg), apresentando rapida melhora do
quadro clinico. J& Siska et al. (2013), ap6s
atendimento e diagnostico de AGE a seis
equinos no hospital veterindrio da
Universidade de Purdue, Estados Unidos da
América, utilizou, no tratamento de cinco
animais, a oxitetraciclina na dose de 6,6 a 10
mg/kg,por via intravenosa, BID ou SID,
durante cinco a sete dias, associada a
flunexin meglumine (1,0 mg/kg, 1V, SID). O
animal restante foi tratado na propriedade,
mas diferentemente do outros animais,
recebeu doxiciclina na dose de 10 mg/kg,
via oral, BID, durante 7 dias e tambhém
associada a flunexin meglumine. Os sinais
clinicos ndao foram observados nos animais
apos 24 horas do inicio do tratamento, em
ambos os protocolos utilizados.

Franzén et al. (2009) demonstraram, através
de PCR, a persisténcia de infeccdo em
quatro equinos procedentes da Suécia. Esses
animais foram infectados experimentalmente
e se recuperaram espontaneamente, e apés
imunossupressdo com dexametasona ou
apos estresse (transporte), foi possivel
detectar a presenca do agente na corrente
sanguinea. Mesmo ap6s o achado, 0s autores
consideram que ainda ndo existem
evidéncias suficientes para confirmar a
presenga da forma crénica ap6s o
tratamento, em equinos.

Morales et al. (2012) verificaram, em um
estudo com 105 equinos da raca Puro
Sangue de Corrida que apresentaram
sintomatologia clinica para hemoparasitoses
(Piroplasmose e/ou Tripanossomiase), que a
oxitetraciclina é eficaz no tratamento destas
enfermidades. O problema encontrado pelos
pesquisadores foi a ocorréncia de miosite
cervical no local de aplicacdo devido ao
grande volume utilizado do farmaco. Em
contrapartida, Costa et al. (2004) utilizaram
a oxitetraciclina em apresentactes de longa
acdo, por via intravenosa em 24 equideos
atendidos no Hospital Veterindrio da
Universidade Estadual de Londrina, sem que
houvesse qualquer tipo de reagdo adversa.



Os autores ainda chamam a atencao de que o
farmaco, por causar grande irritagdo
tecidual, ndo deve ser utilizado pela via
intramuscular e a veia jugular deve ser
mantida cateterizada durante todo o periodo
de tratamento.

A fim de avaliar a eficiéncia de duas
apresentacOes de tetraciclina, de longa e
curta acdo, no tratamento da anaplasmose
em cordeiros, Stuen e Bergstrom (2001)
infectaram experimentalmente 10 cordeiros
de um més de vida. Quatro cordeiros
receberam tratamento com a apresentacéo de
longa acdo, quatro  receberam 0
medicamento de curta acdo e dois cordeiros
foram utilizados como grupo controle, nao
recebendo nenhum tratamento apds a
inoculagdo do agente. Os animais foram
monitorados quanto & presenca de
sintomatologia clinica, presenca da bactéria
na corrente sanguinea, testada através de
microscopia Optica e por PCR e
sorologicamente por RIFI. Todos os animais
recuperaram da doenca clinica, mas néo
foram encontradas diferencas na utilizacéo
de ambas as apresentagdes. Um més depois
de terminados os tratamentos, 250 ml de
sangue de cada animal foram coletados e
inoculados em outro animal susceptivel.
Dois dos oito animais inoculados
apresentaram febre, bacteremia e
soroconversdo. Tais achados mostram que a
oxitetraciclina é efetiva durante a doenca
clinica, reduzindo a febre e a bacteremia,
mas ineficiente em eliminar a infeccéo.

2.9. Prevencéo e controle

Por serem considerados 0s pricipais
transmissores do agente nos paises europeus,
Estados Unidos da América e no oriente, as
formas de prevencdo e controle da doenca
focam-se no combate aos carrapatos (Stuen,
2007; Stuen et al, 2012). No Brasil,
Ambyomma cajennense e Rhipicephalus
Boophilus microplus séo os carrapatos mais
comuns, e, apesar de ndo se saber qual o
vetor do agente no pais, ha hip6teses de que

eles possam ser responsaveis pela
transmissdo, sendo importante o controle
dos mesmos.

Atualmente, estratégias de controle da
doenca em paises Europeus baseiam-se na
reducdo da infestacdo por carrapatos,
utilizando acaricidas quimicos que, em sua
maioria, sdo representados por piretroides
aplicados pour-on ou na forma de banhos
pos aspersdo do medicamento. Outra forma
de tratamento profilatico é a aplicacdo de
tetraciclinas de longa acdo antes da mudanca
de animais de areas livres da doenga para
areas endémicas (Brodie et al.,1988; Stuen
etal., 2012).

No Brasil, Labruna et al. (2004) realizaram
um trabalho utilizando um método de
controle  estratégico de  Amblyomma
cajennense em equinos, verificaram que a
aplicacdo de piretréides nos meses de abril a
outubro, quando h& maior infestacdo por
larvas e ninfas é mais eficaz na diminuicdo
do numero de adultos na préxima geracdo do
gue quando utilizado apenas nos meses de
abril a julho, quando ha maior infestacéo por
larvas. O estudo demonstrou uma
diminuicdo de 89,7% do numero de
carrapatos adultos no grupo tratado de abril
a outubro, em contrapartida, o grupo tratado
de abril a julho apresentou uma diminuicéo
de 58,6%, apenas.

Cunha et al. (2008) a fim de verificar
alteracbes clinicas, de hematologia e de
bioquimica sérica dos animais, trabalharam
com 16 equinos apresentando alta carga
parasitaria em Palmas, Minas Gerais,
durante os anos de 2003 e 2008. Os autores
verificaram que ndo houve alteragdes
clinicas ou mudangas comportamentais nos
equinos submetidos ao controle estratégico
de A. cajennense. Também foi observada
melhora do eritrograma dos animais apos 0s
tratamentos com  banhos  utilizando
piretréides, mas ndo houve alteracbes nos
leucogramas. A melhora do eritrograma dos
animais foi justificada pela diminuicdo da
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infestacdo por carrapatos, que sdo grandes
espoliadores  sanguineos. N&o houve
alteracBes significativas na bioquimica
sérica. O estudo mostrou a seguranca do uso
de piretréides como método de controle de
carrapatos, quando utilizado conforme
orientacdo do fabricante.

Stuen et al. (2012) testaram a hipétese de
gue tratamento a base de piretrdides reduz a
infestacdo por carrapato |. ricinus e
consequentemente a infeccdo por A.
phagocytophilum. Para isso utilizaram 40
cordeiros, 20 pares de irmdos gémeos, que
constituiam 0s  grupos  experimentais:
tratados com flumetrin e nédo tratados
(controle). Todos os cordeiros foram
avaliados a cada 14 dias a procura de
carrapatos, coleta de sangue, pesagem e
afericdo da temperatura retal. O tratamento
de um dos grupos foi realizado também a
cada 14 dias até 126 dias de experimento. Os
autores encontraram, no final do estudo, que
14 animais soro converteram, sendo seis do
grupo dos tratados e oito do grupo controle.
O trabalho mostra que a eficacia do
tratamento com piretroides na reducdo da
infeccdo por A. phagocytophilum é reduzida,
pois pode haver transmissdo durante a janela
entre o carrapato se fixar ao hospedeiro e 0
periodo de acdo do medicamento, mas
diminui 0o numero de animais parasitados
por carrapatos.

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos de
acordo com 0s conceitos e preceitos éticos,
ap6s aprovacdo no CEUA UFMG sob
protocolo n° 167/2013 (Anexo 1). Os
proprietarios assinaram termo de
consentimento para utilizagdo dos animais
nesta pesquisa (Anexo 2).
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3.1. Avaliacdo hematolégica, soroldgica e
molecular de equinos de tragdo do
municipio de Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil

3.1.1. Localizagdo geografica e condicdes
climaticas

O municipio de Belo Horizonte se encontra
no estado de Minas Gerais, latitude -
19.8157, longitude -43.9542, a 19° 48” 57~
Sul e 43° 57° 15”. Possui altitude de 858
metros a cima do nivel do mar. Seu clima ¢
considerado subtropical umido.

3.1.2. Delineamento e selecdo dos animais

Foi realizado um estudo descritivo e
transversal, utilizando 224 animais de tracéo
oriundos de Belo Horizonte, Minas Gerais.
Tais animais sdo pertencentes  aos
carroceiros do municipio, devidamente
inscritos no projeto de extensdo “Corregdo
Ambiental e Reciclagem com Carroceiros de
Belo Horizonte” (Projeto Carroceiros). Este
é um projeto de extensdo da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de
Minas Gerais em parceira com a Prefeitura
Municipal de Belo Horizonte.
Semanalmente s&o realizadas visitas as
Unidades de Recolhimento de Pequenos
Volumes (URPVS), nas quais 0s carroceiros
depositam entulhos da construgdo civil,
madeira, podas de arvores e jardins, pneus e
moveis descartados.

Durante as visitas 0s estudantes de
graduacdo do curso de Medicina Veterinaria
realizam o cadastramento e marcacéo, apés a
realizacéo de um questionario
socioecondmico com o proprietario. Os
animais recém-cadastrados e 0s previamente
cadastrados recebem vacinagdo antirrabica e
sdo feitas as coletas de sangue para
realizacio de exames sorologicos e
hematol6gicos. Além da vacinagdo dos
animais, o0s carroceiros tém direito a
assisténcia médico veterindria por menores
custos no Hospital Veterinario da Escola de



Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (HV-EV/UFMG).

O municipio de Belo Horizonte ¢é dividido,
desde 1983, em nove unidades
administrativas, denominadas Regionais. As
amostras  utilizadas no estudo sdo
provenientes de oito Regionais
Administrativas, com excec¢do da Regional
Centro-Sul, devido ao fato de os carroceiros
serem proibidos de circularem dentro do
perimetro urbano delimitado pela Avenida
do Contorno.

3.1.3. Coleta e processamento do material

A coleta e o processamento do material
foram semelhantes nos experimentos, exceto
a coleta dos carrapatos, realizada apenas nas
propriedades estudadas.

Dos animais que apresentavam infestagéo
por carrapatos foram coletados por
amostragem aleatéria e conservados em
alcool 70%, para posterior identificacdo. No
laboratério de Protozoologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG os carrapatos
coletados foram identificados (Aragdo e
Fonseca, 1961).

A coleta do sangue foi realizada através de
venulopuncdo da jugular externa, apds
contengdo dos animais em tronco e
antissepsia do local, utilizando algodao
embebido em alcool 70%. Foram coletados
dois tubos a vacuo, sendo um deles sem
anticoagulante e outro contendo é&cido
etilenodiamonio tetra-acético (EDTA).

3.1.3.1. Hemograma e bioguimica sérica

No mesmo dia da coleta de sangue, a partir
do tubo com EDTA, foram confeccionados,
em duplicata, esfregacos sanguineos,
corados pelo método de Romanowsky', para
exame celular diferencial. Com o auxilio de

! panético para colorag@es de esfregago — Laborclin —
Pinhais, Brasil

uma centrifuga de microhematécrito® foram
preparados microtubos utilizados para a
determinacdo do hematécrito, das proteinas
plasmaticas totais, do fibrinogénio e para a
confeccdo de esfregacos com a capa de
leucécitos, também em duplicata. A
hematimetria foi determinada em contador
automatico de células®, através do método de
impedancia. Os esfregacos sanguineos e de
capa leucocitaria foram confeccionados de
acordo com a técnica descrita por Cowell e
Tyler (2002) e secos a temperatura
ambiente.

A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada em microscopio Optico e sob
imersdo. Foram contados 100 leucécitos ao
longo do corpo do esfregaco sanguineo.
Apos a obtencdo dos valores relativos, foram
calculados os valores absolutos.

Para determinagdo do fibrinogénio utilizou-
se a técnica descrita por Kaneko et al.
(2008) e realizadas duas leituras, através de
refratometria, do plasma. A primeira, logo
apo6s centrifugacdo do tubo capilar e a
segunda ap6s aquecimento do tubo capilar a
56° C por trés minutos e nova centrifugagao.
O valor do fibrinogénio foi obtido pela
diferenca entre as duas leituras.

O restante do sangue total foi aliquotado em
tubos plasticos cénicos de 05 ml e
armazenados em freezer a temperatura de -
20°C para posterior analise da presenca do
A. phagocytophilum, por meio da Reagéo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

Apbs a retracdo do coagulo, o tubo sem
anticoagulante foi centrifugado® a 3000
rotagdes por minuto (rpm) (1106,82 x g),
durante cinco minutos, e o soro obtido foi
congelado a -20°C, em pelo menos seis
aliquotas de 0,5 ml.

2 H-240 - Centribio

% Abacus Junior Vet — Hematology Analyser, Diatron — S&o
Paulo, Brasil

* Excelsa Baby — Fanem Ltda — S&o Paulo, Brasil
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O soro foi analisado em aparelho
semiautomatico de bioquimica sanguinea’,
com kits especificos®. As anélises realizadas
constaram do perfil renal (uréia e creatinina)
e hepatico (Gama glutamiltransferase
[GGT], Aspartato aminotransferase [AST],
Alanina aminotransferase [ALT], Fosfatase
alcalina [FA], albumina e proteinas totais).

3.1.4. Métodos diagndsticos
3.1.4.1. Exame direto

As laminas de esfregaco de capa leucocitaria
foram analisadas em microscopia Optica, em
aumento de 1000 vezes e em objetiva de
imersdo para procura de inclusdes
intracitoplasmaticas de A. phagocytophilum
em neutrdfilos. A leitura foi feita em toda a
extensdo do esfregago, totalizando a
contagem de 100 neutrdfilos. Foi
considerado  positivo o animal que
apresentasse inclusdes intracitoplasmaticas,
independentemente do percentual de células
infectadas.

3.1.4.2. Reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI)

Foram utilizadas as amostras de soro
congeladas a -20°C pertencentes a soroteca
do Projeto Carroceiros. Laminas de vidro
préprias para RIFI’, contendo 12 pocos que
foram previamente fixados com o antigeno
proveniente do cultivo de Anaplasma
phagocytophilum mantido em IDE8 no
Laboratério de Protozoologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Minas Gerais. A técnica utilizada para

® Analisador Semi automatico

® Bioclin — Quibisa Quimica Bésica — Belo Horizonte, Brasil
" perfecta — Sao Paulo - Brasil

8 Anti-Horse 1gG (whole molecule) — FITC antibody
produced in rabbit — Sigma-Aldrich- St. Louis, USA

® Microscopio
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fabricacdo e fixacdo do antigeno foi
adaptada da descrita por Aguiar et al.
(2007).

Apés padronizacdo prévia da técnica, as
amostras foram diluidas na proporcdo de
1:160, em salina fosfatada tamponada 1x
(PBS 1x), que foi considerado o ponto de
corte para a andlise, e entdo pipetadas nos
pocos. Permitiu-se que o soro diluido
reagisse com o antigeno da lamina por 30
minutos, em camara Umida a 37°C. Apo6s
esse tempo as laminas passaram por trés
lavagens, a primeira e a segunda com PBS
1x e a ultima com agua destilada, sendo que,
depois de cada lavagem as laminas foram
submergidas em PBS 1x e &gua destilada,
respectivamente, durante trés minutos. As
Iaminas foram secas a temperatura ambiente.
Ap0s secagem, foi pipetado em cada poco, o
conjugado anti 1gG equina®, previamente
diluido em Azul de Evans na proporcao de
1:160, e repetiu-se a primeira reagdo
exatamente como descrita acima. Ao final,
as laminas foram cobertas com glicerina
alcalina e laminula e lidas em microscépio
de epifluorescéncia’ As amostras foram
consideradas positivas, guando, a
microscopia de fluorescéncias o antigeno
apresentou fluorescéncia, na diluicdo de
1:160, que foi utilizada como ponto de corte
neste experimento (Fig. 1 e 2). Utilizou-se
PBS 1x como o branco e o soro de um
animal sabidamente positivo para o0 agente
foi utilizado como controle positivo para
todas as reacoes.

Apls a triagem, as amostras consideradas
positivas, foram novamente diluidas para se
avaliar a titulacdo do 1gG desses animais. As
diluigdes utilizadas foram 1:320, 1:640 e
1:1280.



Figura 1: A: Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta negativa. Observar as células IDES8
contendo inclusbes de A. phagocytophilum sem ligagdo do conjugado. B: Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta positiva. Observar fluorescéncia do conjugado ligado a membrana
citoplasmatica do A. phagocytophilum. Aumento: 400x

3.1.4.3. Avaliacdo molecular
3.1.4.3.1. Extragdo do DNA

Para realizacdo da PCR foram utilizadas as
amostras de sangue total, aliquotadas e
congeladas em freezer a -20°. A extracéo de
DNA das amostras foi realizada com o kit
Wizard® Genomic DNA Purification'®, de
acordo com o recomendado pelo fabricante
para extracdo de amostras de 300 L.

3.1.4.3.2. Amplificagdo do DNA

Para amplificagdo do DNA extraido das
amostras foi utilizado a técnica de nested
PCR, com o0 objetivo de aumentar a
sensibilidade do teste. Esta técnica se baseia
em submeter as amostras a duas reacdes de
amplificacdo do alvo desejado. Durante a
primeira reagdo ha amplificacdo do alvo
contendo maior nimero de pares de base e
na segunda ha amplificacdo de uma parte
especifica de pares de base contidos dentro
do que foi amplificado na primeira reagéo.

19 promega Corporation - USA
! Eppendorf Mastercycler Personal®, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha.

Os iniciadores utilizados, tanto para a
primeira quanto para a segunda reacéo,
foram aqueles utilizados por Silaghi et al.
(2012) e estdo descritos na Tab. 1. Os
iniciadores utilizados possuiam como alvo o
gene msp4, responsavel pela expressdo de
uma proteina de membrana do agente de
mesmo nome.

A amplificacdo foi feita utilizando-se
termociclador automéatico™ e o programa
utilizado encontra-se descrito na Tab. 2.
Como controle positivo utilizou-se DNA
extraido a partir de cultura celular contendo
0 agente e como brancos da primeira
e da segunda reacdo utilizou-se aqui
miliequivalente. Para as reag0es, utilizou-se
13,5 pl de mix para PCR adicionado de 1,5
pl de DNA (12 reacdo) ou produto de PCR
(22 reacdo). Os componentes da mix para
PCR estdo sumarizados na tab 3.
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Tabela 1: Sequéncia dos iniciadores utilizados na primeira e na segunda reacdo de nested PCR,
para identificagdo do agente

< € o
o 3 o)
85 IR
S 8- A e . < o <%
g S Sequéncia do primer (5°- 3°) Alvo  Nome S5 =
S 3 €7 S
8 & < = x
& o
uw o
1 reacdo ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG msp4  MSP4AP5 849 de la
TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG MSP4AP3 Fllleggeogt
al.
2' reacao CTATTGGYGGNGCYAGAGT msp4 msp4f 381 Bown et
GTTCATCGAAAATTCCGTGGTA msp4r al. 2007

Tabela 2: Programa submetido ao termociclador automatico para realizacao do nested PCR para
amplificacdo para A. phaocytophilum, utilizando os iniciadores MSP4AP5 e MSP4AP3, para a
primeira reacdo e os iniciadores msp4f e msp4r, para a segunda reacdo

Ciclo Passo Temperatura (°C) Duracéo
1 (1x) Desnaturagdo inicial 94 5 min
2 (29x) Desnaturagao 92 1 min
Anelamento 54 1 min
Extenséo 72 2 min
3 (1x) Extensdo final 72 8 min
4 “Hold” 12 -

Tabela 3: Condigao para reagdo de nested PCR para Anaplasma phagocytophilum utilizando os
iniciadores MSP4AP5 e MSP4AP3, para primeira reacdo e os iniciadores msp4f e msp4r, para a

segunda reacéo.

Reagente
GoTaq® Green Master Mix*
H,O MiliQ
Mix primer (f+r) (10mM)
DNA/Produto 12 reacdo

Volume (pl)
7,5
54
0,6
1,5

Os produtos obtidos apds a segunda reacéo
foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% em tampédo TAE (0,5 X). Foram
aplicados 5uL dos produtos, juntamente com
1uL do corante gel red®® (1ul/10ul de TAE
0,5X) em cada canaleta do gel. Como padréo
foi utilizado 1Kb Ladder Plus. Apés
aplicacdo dos produtos e padrdo, o gel foi
submetido a um campo elétrico de 100V,
por aproximadamente 25 minutos e, entéo,

12 Bjotium - USA
'3 Fermentas — Thermo Fisher Scientific Inc. - USA
¥ PROMEGA — USA
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observado em lampada de UV. Observou-se
a formacdo de banda nas canaletas das
amostras e comparou-se com as bandas
formadas pelo padrdo e pela amostra
positiva. Além disso, observou-se se houve
formagdo de bandas nos brancos, tanto da
primeira quanto da segunda reacéo a fim de
se descartar possiveis contaminagdes
durante o processo.



3.1.4.3.3. Sequenciamento nucleotidico

As amostras que apresentaram banda
apos eletroforese em gel de agarose 1%
foram submetidas a purificagdo pelo
polietilenoglicol 20% (PEG 20%) para
posterior sequenciamento nucleotidico. A
purificacdo teve como objetivo eliminar
bandas com peso molecular abaixo de 300-
400 pb.

Primeiramente, todo o produto de PCR foi
transferido para um tudo de pléstico de
1,5ml e, entdo, foi adicionado o mesmo
volume de PEG 20%. A mistura foi
homogeneizada em “vortex” e os tubos
foram colocados em banho-maria a 37°C por
15 minutos. Depois de decorrido o tempo, 0s
tubos foram centrifugados a 13000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi retirado,
cuidadosamente, com auxilio de uma pipeta.
Adicionou-se 125l de etanol 80% gelado e
centrifugou-se a 13000 rpm por 5 minutos.
Novamente o sobrenadante foi descartado.
Repetiu-se os trés ultimos passos. Permitiu-
Se que as amostras secassem a temperatura
ambiente overnight. No dia seguinte as
amostras foram ressuspendidas com tampao
EB num volume de ~20pl.

Apb6s purificacdo, as amostras foram
submetidas a avaliacdo da quantidade de
produto de PCR presente através de
espectrofotometria’®>. As amostras foram
entdo preparadas para 0 sequenciamento
conforme exigido pelo laboratorio (Myleus
Biotechnology) e entdo analisadas por
eletroforese capilar em aparelho ABI3130,
utilizando-se o  polimero POP7 e
BigDyev3.1.

%5 Nanodrop — Thermo Scientific Fisher Inc. — USA.

3.2. Avaliacdo clinica e laboratorial da
ocorréncia de Anaplasma phagocytophilum
em duas regies do estado de Minas
Gerais, Brasil

3.2.1. Localizacdo geografica e condicoes
climaticas

O estudo foi realizado em duas épocas
distintas do ano (periodo chuvoso e de seca)
em duas propriedades localizadas nos
municipios de Ataléia e S8o Vicente de
Minas, situadas no nordeste e sul do estado
de Minas Gerais, respectivamente. Ambas
apresentam estacbes do ano definidas:
estacdo seca de abril a setembro e estacdo
chuvosa de outubro a marco.

O municipio de So Vicente de Minas est4
localizado na regido sul do estado de Minas
Gerais e pertence a microrregido de
Andrelandia. A sede do municipio encontra-
se a 962 metros de altitude e sua posicéo
geografica corresponde 21°42°46” de
latitude sul e 44°26°38” de latitude oeste.
Possui clima classificado como tropical de
altitude, com duas estacdes bem definidas:
verdes brandos e Umidos e invernos secos. A
temperatura média anual é de 20,7°C e o
indice pluviométrico é de 1200 mm.

O municipio de Ataléia se localiza na regido
nordeste de Minas Gerais e é pertencente a
mesorregido do Vale do Mucuri, e a
microrregido de Teofilo Otoni. A sede do
municipio encontra-se a 264 metros de
altitude e sua posicdo  geogréfica
corresponde a 18°02°38” de latitude sul e
41°06°36” de latitude oeste. Possui clima
classificado como tropical de savana.

As propriedades localizadas em Ataléia e em
Sdo Vicente de Minas, serdo referidas no
texto como propriedade 1 e propriedade 2,
respectivamente. As condi¢fes climaticas,
durante o periodo de coleta dos dados, estéo
descritas na Tab. 3. Os dados referem-se ao
valor obtido no dia da coleta do material e &
variagdo obtida no periodo de 15 dias,
compreendendo a data da coleta.
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Tabela 4: Temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e precipitacdo pluviométrica (mm), na
regido dos municipios de Ataléia e Sdo Vicente de Minas, no estado de Minas Gerais, Brasil, de

acordo com o periodo da coleta dos dados*

Propriedade 1 Propriedade 2
indice Regido do municipio Ataléia Regido do municipio Séo
Vicente
Verao Inverno Veréo Inverno
Temperatura Maxima 29,9 29,1 23,4 25,8
(29,7-32,5) (21,7-294) (22,3-28,9) (12,9-28,6)
Temperatura Minima 21,4 16,1 17,5 7,3
(20,7-21,7) (13,2-19,2) 14,7 - 18,8 (5,8-16,8)
Precipitacdo pluviométrica 0,8 0,0 34,2 0,0
(0,00 - 35,0) (0,0-6,8) (0,0-73,0) (0,0 - 8,6)
DAAS** 34,8 11,5 75,0 39,4
(12,6-44,3) (11,5-19,1) (51,4-75,00 (30,0 -44,9)
Umidade Relativa Maxima 86,0 85,0 100,0 95,0
80,0-89,0 (82,0-92,0) (92,0 -100) (81,0 - 100)
Umidade Relativa Minima 53,0 37,0 79,0 28,0
(41,0-58,0) (37,0-74,00 (28,0-88,0) (21,0-93,0)

*Dado do dia da coleta (variagdo de 15 dias compreendendo a data da coleta); **DAAS: dissipacdo da agua no solo.

Fonte: www.agritempo.gov.br
3.2.2. Célculo amostral

O numero de amostras coletadas foi
calculado de acordo com a férmula do
Centro  Panamericano de  Zoonoses
(CEPANZO, 1973):

N = p x (100-p) Z*/ (d x p/100)?

Onde: n= namero de individuos a estudar
(nimero de amostras); p = prevaléncia
esperada; d = erro esperado; z = grau de
confianga a 95%. Considerando uma
prevaléncia esperada (p) de 64,9% (Gaviao
Prado et al., 2011), um erro esperado (d) de
15% e um grau de confiangca a 95% (z) de
1,96, deveriam ser utilizadas no minimo 92
amostras de soro.

3.2.3. Populacéo estudada

Os animais da propriedade 1, exceto os
garanhfes, sdo mantidos em regime de
criacdo extensivo, recebendo suplementacéo
mineral, apenas 0s potros recebem
concentrados e capim napier (Pannisetum
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purpureum) picado. Os garanhfes eram
mantidos em baias abertas, com acesso a
piquete, e recebem feno a vontade. Os
animais foram vacinados contra garrotilho e
influenza. Foram estudados ao todo 84
animais na propriedade 1, sendo 40 durante
a primeira coleta e 44 na segunda.

Na propriedade 2, 0 manejo dos animais é
similar ao da propriedade 1, alterando
apenas 0 sanitario, pois 0s animais
receberam apenas a vacina anti rabica.
Apenas 0s considerados de melhor
desempenho receberam suplementacdo de
concentrado. Nesta propriedade foram
avaliados 88 equinos, sendo 43 na primeira
coleta e 45 na segunda.

Ambas as propriedades sdo de criacdo de
equinos da raca Mangalarga Marchador, mas
apenas na propriedade 1 foram avaliados
dois muares e um asinino que eram
utilizados ara trabalho. A distribuicdo dos
animais de acordo com o0 sexo esta
demonstrada na tab. 5.



Tabela 5: Distribuicdo dos animais estudados em ambas as propriedades de acordo com a coleta

e 0 Sexo

Propriedade 1 Propriedade 2
Sexo Chuva Seca Chuva Seca
Fémea (%0) 52,50 52,27 86,05 68,89
Macho (%) 22,50 29,55 6,98 13,33
Macho Castrado (%) 25,00 18,18 6,98 17,78

3.2.4. Coleta e processamento do material

A coleta e o processamento do material esta
descrito no item 3.1.3. As coletas na
propriedade 1 foram realizadas nos dias
18/01/2013 e 20/07/2013 e na propriedade 2
nos dias 09/02/2013 e 02/08/2013.

3.2.4.1. Hemograma e bioguimica sérica

O hemograma e a bioquimica sérica foram
realizados conforme descrito no item
3.1.3.1.

3.2.5. Métodos diagndsticos

Os exames direto, de reacdo de
imunofluorescéncia indireta e da reacdo em
cadeia da polimerase foram realizados
conforme descrito no itens 3.1.3.1, 3.1.4.2 ¢
3.1.4.3, respectivamente.

3.2.6. Estudo da incidéncia cumulativa de
anaplasmose granulocitica equina

A fim de se estudar a incidéncia cumulativa
0s animais das Propriedades 1 e 2 foram
agrupados a fim de se avaliar a incidéncia
cumulativa. Apenas os animais avaliados
nas coletas 1 e 2 foram incluidos nos estudo,
totalizando 52 animais e 104 amostras. A
incidéncia cumulativa em uma populagéo
leva em consideragdo o numero de casos
novos em relacdo ao numero de animais em
risco de adoecer, estipulado no inicio do
estudo. Assim, a incidéncia cumulativa é a
probabilidade ou risco de um individuo em
populacdo susceptivel desenvolver a doenca
em um determinado periodo de tempo
(Almeida Filho e Rouquayrol, 2006).

3.3. Comparacdo clinica entre animais
positivos e negativos para anaplasmose
granulocitica equina

A fim de se avaliar as alteracfes causadas
pela AGE em equideos dos municipios de
Belo Horizonte, Ataléia e Sdo Vicente de
Minas, agrupou-se 37 animais positivos ao
exame de capa leucocitaria ou na
PCR e outros 37 animais negativos. O
critério de selecdo dos animais negativos foi
definido pela auséncia de inclusdes
intracitoplasmaticas na capa leucocitéria,
auséncia de sororreatividade na RIFI e PCR
negativo, tendo sido realizado um sorteio
para inclusdo dos animais nesse grupo.
Foram estudados os perfis hematoldgicos e
bioquimicos dos animais e comparados entre
si.

3.4. Casos clinicos de AGE atendidos no
Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Foram atendidos seis casos de anaplasmose
granulocitica equina na Clinica Médica de
Equideos do HV-EV/UFMG entre 0s anos
de 2010 e 2013. Todos os casos foram
encaminhados ao HV devido a queixas
diferentes a AGE. Durante a internagdo dos
animais, sinais clinicos caracteristicos da
afeccdo foram observados, tais como:
anorexia, hipertermia, trombocitopenia e
anemia. Avaliacdo da capa leucocitaria, bem
como dos perfis hematolégicos e
bioguimicos dos animais foram realizados
para se chegar ao diagndstico definitivo.
Todos os animais foram positivos ao exame
de capa leucocitaria, mas apenas um foi
positivo para a PCR. As coletas de sangue
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foram realizadas no dia do diagndstico e a
cada 48-72 horas ap6s o inicio do
tratamento.

3.5. Analises estatisticas

Os dados foram tabulados no programa
Excel® e analisados pelo programa
estatistico SAS (2003).

O resultado do teste diagndstico de RIFI foi
utilizado para o célculo da soroprevaléncia
para A. phagocytophilum. Os dados com
distribuicdo  ndo  paramétrica  foram
submetidos a transformagao pelo Log(x+1) e
os percentuais pelo Arco seno +x. Apos
transformacdo, os dados permaneceram com
distribuicdo ndo paramétrica. Desta forma,
as médias foram comparadas pelo teste de
Wilcoxon (duas médias) ou pelo teste de
Kruskal-Wallis (trés ou mais médias). As
variaveis proporcionais foram comparadas
pelo teste y°.

A prevaléncia foi calculada pela formula: n°
total de casos/populagéo total estudada. E a
incidéncia cumulativa foi calculada pela
formula: n° de casos novos/populacao inicial
em risco de infeccdo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao hematoldgica, soroldgica e
molecular de equinos de tracdo do
municipio de Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil

4.1.1. Populacéo estudada

Foram estudados 224 equideos provenientes
do municipio de Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil, devidamente cadastrados no
Projeto Carroceiros, durante os anos de
2010, 2011 e 2012. Foram amostradas 21
URPVs, distribuidas em oito Regionais.
Apenas a Regional Centro-Sul ndo foi
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amostrada, pois ndo ha transito de equideos
nesta Regional (Tab. 6).

Do total de 224 animais avaliados, 41,07%
(92/224) eram fémeas e 58,93% (132/224)
eram machos. A distribuicdo dos animais
segundo o sexo variou de 30,00% (9/30) de
fémeas e 70,00% (21/30) de machos na
regional Pampulha a 55,00% (11/20) de
fémeas e 45,00% (9/20) de machos na
regional Barreiro. Ndo houve diferenga entre
as oito regionais do municipio de Belo
Horizonte em relacdo a distribuicdo dos
animais entre 0s sexos. A  maior
porcentagem de machos esta relacionada a
preferéncia pessoal do carroceiro que
consideram as fémeas menos resistentes e
aptas ao trabalho. Além disso, as fémeas
possuem o inconveniente de apresentarem o
estro, 0 que atrai os garanhd@es, atrapalhando
o trabalho do carroceiro, apresentam ainda a
gestagcdo e a lactagdo que as impedem de
trabalhar durante um periodo do ano.
Durante o tempo em que as fémeas ndo
estdo trabalhando, os carroceiros necessitam
de adquirir, temporaria ou definitivamente,
outro animal para substituir a fémea gestante
ou lactante, sem deixar de arcar com oS
gastos para manutencdo da mesma.

4.1.2. Avaliacéo sorologica pela reacéo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Encontrou-se uma frequéncia de 53,57%
(120/224) de animais positivos a dilui¢do de
1:160. A maior frequéncia foi na Regional
Oeste (83,33%) e a menor na Pampulha
(36,67%). Foram observadas variagGes
estatisticamente significativas (p<0,05) entre
as frequéncias da regional Oeste e Venda
Nova e entre as Regionais Venda Nova e
Leste, Nordeste, Barreiro, Noroeste, Norte e
Pampulha. A distribuicdo de animais, de
acordo com as regionais, esta apresentada na
Tab. 7.



Tabela 6: Distribuicdo dos animais de acordo com as URPV’s e Regionais no municipio de Belo

Horizonte.
Regional URPV Data Frequéncia Porcentagem
Barreiro Flavio de Oliveira 02/09/2011 18 8,03
Tuneo e Linddia 01/06/2012 2 0,9
Leste Andradas | 29/06/2012 30 13,39
Nordeste Sao Gabriel 16/09/2011 17 7,59
Sao Paulo 09/05/2011 7 3,13
Sao Paulo 14/05/2010 6 2,67
Noroeste Pindorama 23/09/2011 13 5,80
Delta 02/04/2012 12 5,35
Delta 18/04/2011 3 1,34
Pedro 11 02/12/2011 2 0,9
Norte Aeroporto 26/08/2011 11 491
Bacuraus 30/05/2011 11 491
Saramenha 07/05/2010 8 3,57
QOeste Teresa Cristina 13/09/2011 16 7,14
Bardo Homem de Melo 16/03/2012 2 0,9
Silva Lobo 18/05/2012 6 2,67
Pampulha Garga 04/11/2011 11 491
Castelo 27/06/2011 12 5,35
Santa Amélia 22/11/2010 7 3,13
Venda Nova Sao Jodo Batista 07/10/2011 7 3,13
Vilarinho 11/04/2011 11 4,91
Rio Branco 13/06/2011 12 5,35
Total 224 100

Tabela 7: Distribui¢do da frequéncia de animais reagentes para Anaplasma phagocytophilum de

acordo com a Regional Administrativa de Belo Horizonte.

Regional Amostras Reativas
% n

Barreiro 45,00° (9/20)
Leste 56,675C (17/30)
Nordeste 50,00° (15/30)
Noroeste 43,33°¢ (13/30)
Norte 40,00¢ (12/30)
Oeste 83,33" (20/24)
Pampulha 36,67¢ (11/30)
Venda Nova 76,6778 (23/30)
Total 53,57 (120/224)

Percentuais seguidos por letras diferentes, na mesma coluna, diferem (p<0,05).
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Apesar de serem esperadas maiores taxas de
positividade para as fémeas, devido a maior
exposicdo a fatores estressantes, como a
gestagdo, parto e lactagdo, com aumento das
chances de infeccdo, o0 mesmo ndo foi
confirmado (p>0,05). O percentual de
fémeas positivas e negativas foi de 55,43 %
(51/92) e 44,57% (41/92), respectivamente.
Os machos apresentaram 52,27% (69/132)
de positividade e 47,53% (63/132) foram
negativos.

11,67

. 30,83

A maioria das amostras (41,47%) apresentou
uma diluicdo de 1:160, tais amostras foram
entdo submetidas a titulacdo nas diluicdes de
1:320, 1:640 e 1:1280. As Regionais Oeste e
Venda Nova apresentaram grande ndmero
de animais positivos com titulacdo
predominantemente entre 1:160 e 1:320.
Nas Regionais Leste e Norte, houve uma
alta prevaléncia de animais com titulo acima
de 1:640. A frequéncia das diluicbes
encontradas e a distribuicdo das titulactes de
acordo com as Regionais estdo apresentadas
na Fig. 2 e Tab. 8, respectivamente.

41,67

160 =320 m640 m 1280

Figura 2: Frequéncia das diluicGes dos soros, em amostras reativas na RIFI, em investigacéo de
soroprevaléncia equina Anaplasma phagocytophilum, Belo Horizonte.

Com excecdo das Regionais Norte e Leste,
todas as Regionais apresentaram maior
frequéncia de animais apresentando titulos
mais baixos, apesar disto ndo se pode
caracterizar estas como areas de estabilidade
enzodtica devido a porcentagem de amostras
consideradas positivas, que deveriam estar
acima de 80%.

O percentual de animais sororreagentes com
titulos acima de 1:640 foi de 41,18% e
50,00% nas Regionais Leste e Norte,
respectivamente. Franzén et al. (2005)
descreveram o pico da titulacdo entre
trés a sete dias apds a soroconversdo,
correspondendo ao periodo entre 12 a 16
dias apo6s infecgdo experimental. O que pode
ser extrapolado para a situagdo em estudo e
descrever os animais destas regionais com
animais em fase de convalescenca. Além
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disso, como as amostras foram obtidas
durante o horario de trabalho dos animais,
provavelmente o0s animais considerados
positivos ndo apresentavam sintomatologia
grave da doenga.

N&o foi possivel realizar um exame clinico
detalhado dos animais durantes as visitas
realizadas as URPVs, sendo os principais
motivos falta de infraestrutura adequada e a
grande quantidade de animais que devem
passar pela vacinacdo e marcacdo. A falta
desse exame clinico torna dificil a
comparagdo entre os valores das titulacoes e
a presenca ou ndo de sintomatologia clinica.
Vale ressaltar também que, como a coleta
realizada foi pontual, ndo foi possivel o
acompanhamento dos animais e dos valores
das titulagdes.



Tabela 8: Distribuicdo das amostras reativas na RIFI, de acordo com a Regional e a diluicdo do
soro, em investigacdo de soroprevaléncia equina para Anaplasma phagocytophilum.

Regional Titulacio das amostras reativas (%o, n)
1:160 1:320 1:640 1:1280

Barreiro 44,44 (419) 44,44 (419) 0,00 (0/9) 11,11 (1/9)
Leste 41,18 (7/17) 17,65 (3/17) 23,53 (4/17) 17,65 (3/17)
Nordeste 26,67 (4/15) 53,33 (8/15) 6,67 (1/15) 13,33 (2/15)
Noroeste 61,54 (8/13) 15,38 (2/13) 23,08 (3/13) 0,00 (0/13)
Norte 16,67 (2/12) 33,33 (4/12) 25,00 (3/12) 25,00 (3/12)
Oeste 65,00 (13/20) 15,00 (3/20) 15,00 (3/20) 5,00 (1/20)
Pampulha 54,55 (6/11) 27,27 (3/11) 0,00 (0/11) 18,18 (2/11)
Venda Nova 26,09 (6/23) 43,48 (10/23) 21,74 (5/23) 8,70 (2/23)
Total 41,47 (50/120) 30,83 (37/120) 15, 83 (19/120) 11,67 (14/120)

Ao se comparar 0S animais reativos e ndo
reativos e as estacOes chuvosa e de seca, nao
se encontrou diferencas entre as estacdes
(p>0,05). O més com maior numero de
amostras analisadas foi 0 més de setembro
(64/224), seguido por junho (56/224),
dezembro e mar¢o foram 0s meses com
menor quantidade de animais avaliados,
apenas dois animais em cada URPV. A fig.
4 apresenta a distribuicdo das amostras

reativas e nao reativas de acordo com 0 més
do ano e a pluviosidade encontrada em cada
mes.

Né&o foi observada diferenga (p>0,05) entre
as estagbes do ano nas coletas utilizadas
devido ao fato de serem pontuais e ndo ao
longo de todo o ano, ndos sendo possivel
realizar um estudo sobre a dindmica de
infeccéo, re-infecgéo e cura nestes animais.
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Figura 3: Distribuicdo das amostras reativas e ndo reativas, de acordo com o més avaliado e a

pluviosidade encontrada em cada més avaliado.
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4.1.3. Avaliacdo parasitolégica pela capa
leucocitéria

Dentre os animais avaliados pelo esfregaco
de capa leucocitaria 3,14% (7/223) possuiam
inclus@es indicativas da presenca do agente.
A Regional com o maior nimero de animais
positivos foi a Norte (10,00% - 3/30). As
regionais Barreiro, Leste, Noroeste e
Oeste ndo apresentaram nenhum animal
considerado positivo, neste exame.

Neutrofilo circulante

Figura 4:
apresentando inclusdo intracitoplasmatica
sugestiva de morula de Anaplasma
phagocytophilum. Aumento 1000x.

A baixa prevaléncia do exame direto
encontrada no presente trabalho foi devida a
coleta pontual. Segundo a literatura
(Stannard et al., 1969; Butler et al., 2008),
as morulas sdo normalmente encontradas
durante a fase aguda e febril da doenca.
Durante os cursos e palestras ministradas, 0s
carroceiros sdo orientados a ndo trabalharem
com animais  apresentando  qualquer
sintomatologia  clinica.  Recomenda-se
encaminha-los ao Hospital Veterinario da
Escola de Veterindria da Universidade
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Federal de Minas Gerais (HV-EV/UFMG),
onde serdo devidamente avaliados e
tratados de forma mais adequada. Assim,
como as coletas foram realizadas nas
URPVs e ndo no HV-EV/IUFMG, o
nimero de animais com sintomatologia
clinica e consequentemente com presenca de
neutréfilos circulantes infectados, foi muito
baixo.

4.1.4. Avaliacdo molecular (PCR)

Foram escolhidas, aleatoriamente 96
amostras de Belo Horizonte para a
realizagdo da PCR, totalizando 192 reagdes,
por se tratar de nested PCR. Dessas
amostras, apenas seis (6,25%) foram
consideradas positivas para Anaplasma
phagocytophilum. O sequenciamento das
amostras positivas, ndo foi satisfatério, nao
sendo possivel sua andlise através do
BLASTN (Basic Local Alignment Search
Tool Nucleotide). O BLASTN é um
programa, pertencente ao NCBI, que
compara a  sequéncia  nucleotidica
encontrada com outras  previamente
depositadas no banco de dados (genBank).
Provavelmente, 0 sequenciamento das
amostras positivas foi insatisfatorio devido a
pouca quantidade de produto de PCR obtido
ao final da segunda reagdo, apesar de terem
sido seguidos 0s mesmos procedimentos
para todas as amostras.

Devido a coleta pontual, ndo foi possivel o
acompanhamento e coleta durante a fase
aguda da doenca e por isso o valor
encontrado pode ter sido baixo. Apesar
disso, os valores descritos na literatura atual
em equinos sd0 mais baixos que 0s
encontrados ou até mesmo nulos. No Brasil
ainda ndo foram descritos casos com
comprovacdo molecular da presenca do
agente em equinos (Salvagni et al., 2010).

A Fig. 6 mostra um gel de agarose 1%
contendo amostra positiva para o gene msp4
do Anaplasma phagocytophilum.



Figura 5: Gel de Agarose 1% apresentando amostra positiva para Anaplasma phagocytophilum.
P: Padrdo, peso molecular 1Kb; C+: Controle Positivo, obtido apds extracdo de DNA de cultivo
celular de A. phagocytophilum; A+: Amostra positiva; as duas Ultimas canaletas contém o0s
brancos da primeira e da segunda reacéo, respectivamente.

4.1.5. Avaliacéo laboratorial
4.1.5.1. Eritrograma e plaquetograma

O eritrograma e indices hematiméricos dos
animais tanto para o grupo de animais
reativos como para 0s nao reativos para RIFI
estdo dentro da faixa de variagdo esperada
para a espécie. Excecdo se faz para valores
de  Concentragio de  Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), que se
encontram acima dos valores de referéncia
para ambos os grupos avaliados. O CHCM é
um indice que avalia a coloracdo dos
eritrécitos em casos de anemia, seu aumento
caracteriza uma hipercromia, com aumento
de hemoglobina no interior dos eritrdcitos. A
hipercromia é observada em casos onde ha
liberacdo retardada de eritrocitos na corrente
sanguinea, pois ha mais divisdes nas células
precursoras de eritr6citos e  maior
concentragdo da hemoglobina em seu
interior. Esta avaliacdo deve ser feita
criteriosamente, pois em casos de hemolise
da amostra ap6s a coleta e ictericia, 0s
valores podem se apresentar aumentados
pela analise automatica, mas nado refletir a
verdadeira condicdo do animal.

Ao comparar as médias entre 0S grupos
considerados reativos e ndo reativos
sorologicamente, houve diferenca (p<0,05)
apenas nos valores de eritrocitos e de
hemoglobina, sendo ambos maiores para o
grupo reativo. Como foi realizada coleta
pontual desses animais, ndo foi possivel
avaliar a dindmica dos parametros durante o
curso da infecgdo. Segundo a literatura,
espera-se encontrar animais apresentando
anemia moderada quando infectados pelo A.
phagocytophilum (Dagnone et al., 2001;
Franzén et al., 2005; Woldehiwet, 2010;
Soares, 2012). Os animais avaliados,
provavelmente, ndo encontravam-se com a
doenca clinica, apesar de serem positivos
para a RIFI e os valores de eritrdcitos e
hemoglobina encontrados foram devido a
recuperagdo dos animais apds a infeccéo.
Também, valores mais altos de eritrdcitos
podem ser encontrados em animais
apresentando desidratacdo, independente do
seu grau, que leva a hemoconcentragdo e
consequentemente  a uma policitemia
relativa (Thrall et al., 2006; Kaneko et al.,
2008). Apenas a infeccdo por A.
phagocytophilum  foi  pesquisada nas
amostras obtidas.
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Animais de tracdo sdo constantemente
submetidos a esforco fisicos exaustivos.
Como a hemoglobina é responsavel pelo
transporte de oxigénio para os tecidos,
através dos eritrécitos e por estes animais
apresentarem maior demanda de oxigénio, o
aumento da hemoglobina é considerado
normal. Isto também estd relacionado aos
valores de CHCM encontrados em ambos 0s
grupos experimentais. Kowal et al. (2006)
demonstraram aumento nos valores de
eritrocitos, hematocrito e de hemoglobina
em equinos Puro-Sangue-Inglés submetidos
a teste de esforco em esteira ergométrica,
com aumento proporcional ao esforco ao
qual os animais foram submetidos.

Os animais apresentaram plagquetas dentro
dos valores de referéncia, ndo havendo
diferenca entre o0s grupos analisados
(p<0,05). Os resultados encontrados estdo
em desacordo com o descrito na literatura,
que descreve a trombocitopenia como a
alteracdo hematoldgica mais frequente nos
casos clinicos de anaplasmose granulocitica
equina (Dagnone et al., 2001; Franzén et al.,

2005; Woldehiwet, 2010). Ainda ndo se sabe
gual 0 mecanismo exato para a redugdo do
nimero de plaquetas circulantes, mas
acredita-se gque mecanismos imunoldgicos
sejam responsaveis por essa diminuigdo
(Leipidi et al. 2000).

Os equideos estdo submetidos a um grande
estresse, devido a alta concentragdo de
animais nas URPVs durante as coletas, a
marcacdo e manipulacdo e contencédo fisica
em troncos ou utilizando cachimbo, quando
necessario. Quando em situacdes de estresse,
apresentam contracdo esplénica, que, além
de aumentar os valores de eritrocitos e
leucdcitos durante um periodo de tempo,
também aumenta os valores de plaguetas o
gue justifica o aumento das mesmas na
circulagdo destes animais. N&o é possivel
afirmar que os animais apresentavam valores
de plaquetas abaixo do esperado antes de
serem submetidos aos fatores de estresse
citados (Weiss e Wardrop, 2010). Os valores
de eritrograma, indices hematimétricos
e de plaquetometria estdo demonstrados
na Tab. 9.

Tabela 9: Valores médios (média + erro padrdo) do eritrograma e da plaguetometria entre 0s
grupos de animais reativos e néo reativos no exame de RIFI em investigacdo da soroprevaléncia

equina para Anaplasma phagocytophilum.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Parametro avaliado Reativos (X+EP) N&o reativos (X£EP)
Eritrocitos (x10%/pl) 7,16%0,10° 6,89+0,12°
Hematdcrito (%) 29,90+0,42 29,46+0,41
Hemoglobina (g/dl) 11,84+0,18° 11,45+0,16"
VGM (fl) 40,59+0,38 40,70+0,47
CHCM (pg) 41,03+0,29 41,54+0,43
HCM (pg) 16,62+0,15 16,83+0,25
RDW (%) 19,51+0,13 19,65+0,14
Plaguetas (x10°/pul) 190,73+6,99 185,97+7,17

X=Média; EP=Erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem(p<0,05). Valores de
referéncia: Hematocrito: 24-44; Hemoglobina: 8-14; Eritrdcitos: 5,5-9,5; Volume globular médio (VGM): 37-58,5;
Concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): 12,3-
19,7; RDW: 19-20; Plaquetas: 120-256. Fonte: Jain (1993).

4.1.5.2. Leucograma para a espécie, mas ao Sse comparar
esse pardmetro entre 0S Qrupos nao
Na avaliacdo do leucograma, ambos 0s houve  diferenca  (p>0,05). Relacdo
grupos, apresentaram valores da relacdo neutrdfilo:linfocito acima dos valores

neutrdfilo:linfocito acima dos esperados esperados é devido ao aumento do ndmero
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de neutrofilos circulantes ou a queda do
namero de linfécitos. Animais submetidos a
exercicio apresentam, logo apds o exercicio,
um aumento tanto de neutréfilos quanto de
linfocitos e, mais tardiamente apresentam
uma queda nos valores de linfécitos e
aumento nos valores de neutrofilos, com
consequente alteracéo de relacéo
neutrofilo:linfocitos  (Dias, 2008). Os
animais avaliados sdo levados as URPVs
durantes os intervalos entre uma coleta de
entulho e outra. Este trabalho é considerado
atividade fisica e por isso 0s animais
apresentaram essa variacdo nos numeros de
neutrdfilos e linfécitos, com alteragcdo nos
valores da relagdo neutréfilo:linfdcito.

Além disso, 0 estresse a que 0s animais sao
submetidos anteriormente a coleta de sangue
aumenta a concentragdo de cortisol
endégeno que pode levar uma
pseudoleucocitose, ja que nenhuma célula
foi produzida e sim realocada, saindo do
pool de células marginais, se tornando parte
dos leucécitos circulantes, elevando a
relacdo neutrofilo:linfocito (Snow et al.,
1983). A aplicacdo exdgena de horménio
adrenocorticotrofico foi capaz de elevar a
relacdo neutrdfilo:linfocito em  equinos
higidos (Rossdale et al., 1982).

Houve diferenca entre os  valores
encontrados  para linfécito  absoluto,
bastonete absoluto e bastonete relativo,
sendo todas as médias maiores (p<0,05) para
0 grupo dos animais reativos para sorologia
para A. phagocytphilum.

Animais acometidos pela anaplasmose
granulocitica apresentam um quadro de
leucopenia, caracterizada por neutropenia e
linfopenia (Dagnone et al., 2001; Franzén et
al., 2005; Woldehiwet, 2010). Os valores
encontrados no estudo diferem do descrito
na literatura, pois 0s animais apresentaram
valores leucocitarios dentro dos esperados e
ainda houve diferenca entre os valores de

linfécitos, sendo maiores para 0 grupo de
animais reativos. A principal causa de
aumento dos valores de linfocitos é a
resposta a excitacdo causada pelo manejo do
animal ou devido a exercicio fisico. Os
animais de ambos o0s grupos estdo
submetidos ao mesmo nivel de excitacdo no
momento da coleta e sdo animais que estdo
trabalhando anteriormente a coleta, ndo
sendo possivel afirmar que o aumento de
linfécitos encontrado no grupo reativo seja
devido a isso. Outras causas de linfocitose
sd0 a exposicdo a antigenos e neoplasias
linfoides (Weiss e Wradrop, 2006). N&o foi
possivel avaliar se 0s animais do grupo
possuiam alguma dessas alteracGes citadas,
pois o diagndstico das mesmas ndo ¢é
baseado apenas no leucograma, sendo
necessaria avaliagdo minuciosa dos animais.

Houve diferenga entre grupos (p<0,05) para
os valores de neutrofilos bastonetes, tanto
relativo quanto absoluto, sendo as médias
maiores para 0 grupo reativo. Os bastonetes
sdo considerados granulécitos jovens e sdo
liberados na corrente sanguinea quando ha
diminuicéo da sua forma adulta (neutrofilos
segmentados) numa taxa acima da
capacidade da medula 6ssea liberar novos
neutréfilos segmentados. Os neutrdéfilos sdo
células de defesa primaria e normalmente
atuam contra microorganismos, trauma e
lesdo tecidual ou qualquer outro sinal
inflamatdrio (Weiss e Wardrop, 2010).
Como a anaplasmose granulocitica equina
leva a uma reducdo no ndmero de
neutréfilos circulantes, este aumento nos
valores de bastonetes no grupo dos reativos
se deve a maior liberacdo dessas formas
jovens, o objetivo seria restabelecer os
valores normais de neutrofilos e bastonetes
esperados para a espécie, caracterizando o
desvio a esquerda, ou seja, 0s animais foram
responsivos & queda dos leucdcitos
circulantes. Os valores médios do
leucograma dos animais reativos e néo
reativos estdo apresentados da Tab. 10.
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Tabela 10: Valores médios absolutos (média + erro padrdo) do leucograma entre 0s grupos de
animais reativos e ndo reativos & RIFI, em investigacdo da soroprevaléncia equina para

Anaplasma phagocytophilum.

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Parametro avaliado

Reativos (X+EP)

Nao reativos (X+EP)

Leucdcitos (células/ul)
Basofilo (células/pl)
Eosindfilo (células/ul)
Neutrofilo (células/pl)
Bastonete (células/ul)
Linfocito (células/pl)
Monacito (células/pl)
Relacdo Neutrofilo:Linfocito

11547,86+336,60 10814,90+283,34
72,78+11,83 51,92+8,80
537,95+45,10 481,28+36,92
6757,09+242,70 6623,44+251,61
135,53+18,85° 80,06+14,23"
3502,17+165,03 3026,38+147,91°
544,19+44,69 551,71+37,68
2,46+0,14 2,76+0,20

X: Média; EP: Erro padrdo; Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha (p<0,05).Valores de referéncia
(Jain, 1993): Leucocitos Totais: 5200-13900 cels/ul; Basofilo absoluto: 0-290 cels/pl; Eosinéfilo absoluto: 100-1000
cels/ul; Neutréfilo absoluto: 2200-8500 cels/ul; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/ul; Linfocito absoluto: 1500-7000
cels/ul; Mondcito absoluto: 0-1000 cels/pl; RelagdoNeutrofilo:Linfocito: 1:2-1:3.

4.1.5.3. Bioquimica sérica

Os valores médios e erro padrdao da média
para o perfil hepatico, renal e proteico estdo
apresentados na tab. 10.

4.1.5.3.1. Perfil hepatico

N&o foram observadas alteragdes nos valores
médios das enzimas hepaticas, com excecao
da GGT. Entretanto, Lepidi et al. (2000)
descrevem injuria hepéatica moderada em
seis equinos com infecgdo experimental pelo
agente. O drgdo dos animais foi avaliado por
histopatologia apds eutanasia durante a fase
aguda da doenca. Foram encontrados focos
inflamatdrios caracterizados por infiltrados
periportais moderados de células
mononucleares, hepatite lobular
apresentando agregados de macrofagos e
ocasionalmente  neutrofilos com  focos
apresentando células apoptdticas. Aguero-
Rosenfeld (2002) cita o aumento das
enzimas hepaticas, principalmente AST e
ALT, como o principal achado de
bioquimica séria nos casos de anaplasmose
granulocitica.

Kaneko et al. (2008) citam a GGT como
uma enzima presente na superficie luminal
das células dos tabulos contorcidos
proximais, sendo 0 equino uma exce¢ao por
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apresentar concentragbes mais altas dessa
enzima nas células dos canaliculos biliares,
nos hepatécitos as concentragdes sao
menores. Durante lesGes tubulares, ha
liberagdo desta enzima diretamente na urina.
O figado é considerado o 6rgdo que mais
contribui para a atividade da GGT sérica.
N&o ha descri¢do do aumento da GGT em
casos de anaplasmose granulocitica equina
na literatura consultada.

Mesmo n&do sendo descrito o aumento de
GGT em casos de anaplasmose granulocitica
equina, outras causas devem  ser
consideradas para 0 aumento observado. Em
casos de colestase em equinos, ha aumento
dos valores de GGT e a enzima é
considerada mais sensivel do que a fosfatase
alcalina (FA), que tem aumento discreto,
para diagndstico desta afeccdo. Os valores
de FA no presente estudo se mantiveram
dentro dos valores de referéncia, podendo-se
descartar a colestase como um diagndstico
provavel, pois mesmo a GGT sendo mais
sensivel para o diagnostico, os valores de
FA deveriam se apresentar mais elevados.
Enterite proximal, também pode levar a um
aumento da atividade de GGT sérica
(Kaneko et al., 2008), mas os animais,
provavelmente ndo apresentavam quadros de
enterite proximal, pois tal afecgdo causa dor
e outras alteragdes clinicas, de hematologia e



de bioguimica sérica, ndo encontradas nos
animais estudados.

O figado também é o principal érgdo
responsavel pela homeostase da glicose, e
apesar de ndo possuir receptores GLUT-4,
gue sdo responsivos a insulina no processo
de internalizacdo da glicose, eles possuem
receptores GLUT-2 que permitem livre
entrada de glicose nos hepatdcitos. Quando

em concentracdes elevadas na circulacdo, o
figado é obrigado a metabolizar rapidamente
a glicose, em glicogénio, lipideos, corpos
cetbnicos, 0 que leva a uma sobrecarga do
6rgdo, levando a lesdes hepéticas (Kaneko et
al., 2008), com consequente liberagdo de
GGT na corrente sanguinea.  Seria
interessante mensurar a concentragdo tanto
da glicose quanto da insulina, entretanto isto
nao foi possivel neste estudo.

Tabela 11: Valores médios (média + erro padrdo) dos perfis renal e hepatico entre os grupos de
animais reativos e ndo reativos a RIFI, em investigacdo da soroprevaléncia equina para

Anaplasma phagocytophilum.

Parametro avaliado Reativos (X+EP) N&o reativos (X+EP)
Uréia (mg/dl) 48,55+2,28 47,42+1,36
Creatinina (mg/dl) 1,29+0,03 1,30+0.02
GGT (U/L) 19,10+1,80 15,70+0,58
AST (U/L) 310,65+46,98 267,65+12,07
ALT (U/L) 10,51+2,22 7,49+1,01

FA (U/L) 137,01+7,67 127,25+6,87

X: Média; EP: Erro padrdo. Valores de referencia (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997) Uréia: 21,4-51,5 mg/dl;
Creatinina: 0,9-2,0 mg/dl; GGT: 4-13,4 Ul/l; AST: 226-366 Ul/I; ALT: 3-23 Ul/l); FA: 86-295 Ul/I; Albumina: 2,4-

4,0 mg/dl; Proteinas totais: 5,2-7,9 mg/dl.
4.1.5.3.2. Perfil renal

N&o houve alteracdo nos valores de ureia e
creatinina nos grupos estudados. Neste
trabalho foram realizadas mensuracfes dos
valores de ureia sérica. Alguns laboratérios
clinicos utilizam os valores do nitrogénio
ureico sanguineo o que pode levar a
confusdo dos médicos veterinarios ao
avaliarem os resultados, pois ao considerar
todo o0 nitrogénio ureico o0s valores
encontrados sdo maiores que os valores de
ureia.

4.1.5.3.3. Perfil proteico

N&o foram encontradas alteragdes no perfil
proteico dos animais avaliados, nem quando
comparados 0s grupos reativos e ndo
reativos. Apesar de Soares (2012) ter
encontrado aumento das proteinas do perfil

proteico em equideos de tracdo de Belo
Horizonte, utilizando como pardmetro de
comparacdo a reatividade dos animais a
sorologia para Leishmania sp., no presente
estudo os animais avaliados néo
apresentaram alteracdes no perfil proteico,
guando comparados entre si e quando
avaliados como um Unico grupo de animais.
A Tab. 12 mostra os valores médios
encontrados para o perfil proteico.

Apesar de Soares (2012) ter encontrado
aumento das proteinas do perfil proteico em
equideos de tracdo de Belo Horizonte,
utilizando como parametro de comparacao a
reatividade dos animais a sorologia para
Leishmania sp., no presente estudo o0s
animais avaliados ndo apresentaram
alteracbes no perfil proteico, quando
comparados entre si e quando avaliados
como um Unico grupo de animais.
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Tabela 12: Valores médios (média + erro padréo) do perfil proteico entre os grupos de animais
reativos e nao reativos a RIFI, em investigacdo da soroprevaléncia equina para Anaplasma

phagocytophilum

Parametro avaliado Reativos (X+EP) Nao reativos (XtEP)
Proteinas totais 7,40+0,06 7,26+0,07
Fibrinogénio 338,57+24,01 405,00+33,14
Albumina 2,84+0,03 2,80+0,04
Globulina 4,57+0,07 4,46+0,07
Albumina:Globulina 0,64+0,01 0,65+0,01

X: Média; EP: Erro padrdo. Valores de referéncia (Robinson,1997; Kaneko et al., 2008); Albumina: 2,4-4,0 mg/dl;
Proteinas totais: 5,2-7,9 mg/dl; Fibrinogénio: 100 — 400 mg/dl; Globulinas: 2,62-4,04 mg/dl; Albumina:Globulina:

0,62-1,46.

Animais apresentando reatividade a alguma
doenca infecciosa, possuem um aumento
significativo das globulinas, em especial as
imuno ou gamaglobulinas. Este aumento é
visto durante a fase aguda e de
convalescenca. Durante a fase aguda, o
sistema imunologico dos animais esta
produzindo anticorpos contra 0 agente
infeccioso, principalmente imunoglobulinas
M e A, ja na fase de convalescenca a
imunoglobulina predominante é a G (Abbas
e Lichtman, 2008). Esperar-se-ia encontrar
aumento nos valores de globulina e
diminuicdo da relacdo albumina:globulina
nos animais reativos, pois 0S mesmo
apresentam maior quantidade de globulinas
circulantes. Os valores dentro da
normalidade apresentados pelo grupo reativo
pode ser devido a uma menor resposta
imunoldgica dos animais ou a niveis de
imunoglobulinas anti-A. phagocytophilum

mais baixos, devido a estabilidade enzodtica
encontrada  em algumas regionais
pesquisadas.

4.2. Avaliacao clinica e laboratorial de
equideos e da ocorréncia de Anaplasma
phagocytophilum em duas regides do
estado de Minas Gerais, Brasil.

4.2.1. Ectoparasitas

Durante as visitas as propriedades foram
encontrados  carrapatos parasitando  0sS
animais. Os carrapatos foram coletados e foi
feito um pool de cada propriedade, em cada
coleta, a presenca de infestacdo foi
devidamente documentada para casa animal.
A frequéncia de animais infectados, em cada
gpoca do ano e de acordo com a
propriedade, encontra-se descrita na Tab. 13.

Tabela 13: Distribuigdo do nimero de animais de acordo com a presenca de carrapatos, no verdo
e no inverno, de acordo com a propriedade, em dois municipios de Minas Gerais, Brasil

Fazenda Estacdo do ano - % (n)
Verdo Inverno
Propriedade 1 12,50 (5/40)% 36,36 (16/44)*
Propriedade 2 53,49 (23/43)" 35,56 (16/45)

Médias seguidas por letras diferentes, maitscula na coluna e mindscula na linha, diferem (P<0,05 - Teste Qui-

quadrado)

Na Propriedade 1, no verdo, dos cinco
animais parasitados foram identificadas
nove fémeas adultas e duas ninfas
ingurgitadas de Dermacentor (Anocentor)
nitens. Ja no inverno, foram identificadas 12
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fémeas adultas ingurgitadas de Dermacentor
(Anocentor) nitens, machos (quatro) e duas
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus e apenas um macho
de Amblyomma cajennense.



Na Propriedade 2, no verdo dos 23 animais
parasitados  foram  coletadas  fémeas
ingurgitadas (seis) e ndo ingurgitadas (trés)
de Amblyomma cajennense, uma fémea
ingurgitada de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e duas fémeas ingurgitadas de
Dermacentor (Anocentor) nitens. Ja no
inverno, foram identificadas trés fémeas
adultas e uma ninfa ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus e uma
fémea adulta ingurgitada de Dermacentor
(Anocentor) nitens (Fig. 6 e Fig. 7).

As duas propriedades apresentavam pastos
“sujos” contendo vegetagdo arbustiva, o que
favorece a manutencdo dos carrapatos nos
pastos. Nessas areas protegidas do sol, com
temperatura e umidade relativa favoraveis as
teledginas se abrigam para fazer ovoposicao.
Além disso, ainda oferece protecdo para 0s

£ 5
Figura 6: Pavilhdo auricular de um equino
apresentando infestacdo por carrapatos.

ovos e para as larvas recém-eclodidas

(Torres et al., 2012).

Houve diferencga (p<0,05) entre as estacdes e
a quantidade de animais parasitados na
propriedade 1, sendo a carga parasitéria
maior durante a coleta realizada no periodo
da seca. Também houve diferenca (p<0,05)
na taxa de animais parasitados entre as
propriedades durante o verdo observando-se
maior nimero de animais parasitados na
propriedade 2. N&o ha realizacéo de controle
estratégico para carrapatos nas propriedades,
sendo o controle realizado apenas quando se
nota a presenca de parasitas adultos, o que
justifica a quantidade de animais parasitados
e a diferenca entre as propriedades, j& que a
propriedade 1 mantém um manejo mais
intenso dos animais, sendo possivel melhor
observacao da infestacdo pelo parasitas.

Figura 7: Infestagc@o por carrapato na regido
perianal de equino pertencente a
propriedade 1.
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Em ambas as propriedades ha criacdo de
bovinos juntamente aos equideos, o que
pode favorecer a presenca de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus parasitando  0s
animais em estudo. Torres et al. (2012) em
um estudo com equinos das ragas Puro
Sangue Inglés e Crioula, demonstraram que
a criagdo conjunta de bovinos e equinos é
um fator de risco para a infestacdo dos
equinos por R. (B.) microplus. No estudo os
autores encontraram 31,8% dos animais
parasitados pelo carrapato em uma
propriedade onde ha contato direto dos
equinos com bovinos. Em contrapartida, no
mesmo estudo, em uma propriedade onde
ndo had contato direto entre equinos e
bovinos, nenhum cavalos apresentou
infestacdo pelo ectoparasita.

Nédo foi identificada nenhuma espécie do
complexo Ixodes persulcatus, durante as
coletas. Espécies deste complexo estdo
relacionadas & transmisséo de A.
phagocytophilum em paises europeus e nos
Estado Unidos da América, mas até o
presente momento ndo foram identificadas
no Brasil (Dantas-Torres et al.,, 2009;
Salvagni et al., 2010; Silaghi et al., 2012).
Né&o foi objetivo do presente estudo avaliar a
taxa de infestacdo e sim quais as espécies
estavam parasitando 0s animais no momento

das coletas, por isso a realizacdo de um pool
de carrapatos de cada propriedade, durante
cada visita.

N&o foi realizado nenhum teste para avaliar
a presenca ou ndo do agente nas glandulas
salivares dos carrapatos coletados. Silveira
(2012) realizou nested PCR das glandulas
salivares de carrapatos de trés espécies, e
nenhuma apresentou banda especifica para
A. phagocytophilum. Ja& Santos et al. (2013),
realizaram RT-PCR em carrapatos das
espécies A. cajennense, Rhipicephalus
sanguineus, Amblyomma ovale e
Amblyomma sp., provenientes de cées
domiciliados em Seropédica e Itaguai, no
estado do Rio de Janeiro. Os autores
encontraram uma frequéncia de 2,55%,
dentre todas as espécies avaliadas, de
carrapatos positivos para A
phagocytophilum. As fémeas de A.
cajennense apresentaram maior frequéncia
de positividade (6,67%).

4.2.2. Avaliacdo soroldgica pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A distribuicdo dos animais positivos e
negativos para RIFI, de acordo com a
propriedade e a estacdo do ano, encontram-
se na Tab. 15.

Tabela 14: Distribuicdo da frequéncia de animais de acordo com a reatividade sorolégica na
RIFI na diluicdo de 1:160, de acordo com a propriedade e a estacdo do ano, em investigacdo da
soroprevaléncia equina para Anaplasma phagocytophilum, em duas regides do estado de Minas

Gerais, Brasil
Propriedade 1 Propriedade 2
RIFI Chuva Seca Chuva Seca
Reativo (%) 62,50 77,27 88,37 75,56
Nao Reativo (%) 37,50 22,73 11,63 24,44

Teste de Qui-quadrado (p=0,0531)

Foram encontrados 76,16% (131/172) de
animais positivos para a RIFI quando os
animais foram agrupados e analisados
independente da propriedade e da coleta. A
propriedade  que  apresentou  maior
porcentagem de animais positivos foi a
Propriedade 2, com 88,37% (38/43) dos
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animais apresentando-se reativos para a RIFI
na diluicdo de 1:160 (ponto de corte). N&o
houve diferenca na distribuicdo de positivos
e negativos entre as propriedades
(p=0,0531). Ao se avaliar a frequéncia
encontrada de animais positivos e negativos
em cada coleta, ndo se observou diferenga



(p>0,05) entre a primeira e segunda coleta
nas propriedades.

As amostras consideradas positivas foram
diluidas e as titulagcBes apresentadas pelos
animais foram estudadas. Houve perda de

uma amostra da Propriedade 1, primeira
coleta, ndo sendo possivel a realizacdo da
titulacdo da mesma. A Tab. 15 apresenta a
distribuicdo das titulagdes dos animais
positivos na RIFI de acordo com a
propriedade e coleta.

Tabela 15: Distribuicdo das amostras reativas na RIFI, de acordo com a propriedade, a estacdo
do ano e a diluicdo do soro, em investigacdo de soroprevaléncia equina para Anaplasma
phagocytophilum em duas regifes do estado de Minas Gerais, Brasil

Propriedade 1 Propriedade 2
Titulacéo Chuva Chuva Seca
1:160 (%) 25,00 23,53 28,95 14,71
1:320 (%) 37,50 41,18 44,74 47,06
1:640 (%) 20,83 32,35 13,16 23,56
1:1280 (%) 16,67 13,16 14,71

A titulagdo de 1:320 foi a com maior
prevaléncia (43,08%) quando avaliou-se
todos o0s animais sem considerar a
propriedade e a coleta. A Propriedade 1, na
estacdo  chuvosa,  apresentou maior
porcentagem de animais apresentando titulos
iguais a 1:1280 (16,67%), mas no total
apenas 11,54% dos animais apresentaram
esta titulagdo. Nao houve diferenga (p<0,05)
entre as propriedades e os titulos
apresentados pelos animais, nem entre as
coletas e dentro das propriedades.

Na Propriedade 1, ndo houve diferenca na
prevaléncia entre a primeira e a segunda
coletas, devido a uma estabilidade ja
alcacada entre o agente, os hospedeiros
vertebrados e invertebrados. Os equinos ja
devem possuir titulos protetores de
imunoglobulinas, que os impedem de
apresentar sintomatologia clinica, apesar da
infeccdo ocorrer. A maior parte dos animais
desta propriedade, que foram positivos na
RIFI, apresentaram titulos de 1:160 e 1:320.

A Propriedade 2, apesar de ndo haver
significancia (p>0,05), apresentou uma
diminuicdo do nimero de animais positivos
para RIFI. Nesta propriedade had um grande

fluxo de animais, tanto de entrada quanto de
saida. Os animais considerados positivos na
primeira coleta e que ndo estavam presentes
na segunda, e 0S novos animais que nao
tiveram contato com o0 agente ou ndo
soroconverteram contribuiram para essa
diminuicéo.

4.2.3. Avaliacdo parasitologica pela capa
leucocitaria

No presente estudo, foram avaliados o0s
esfregacos capas leucocitéarias de todos os
animais, tanto na primeira quanto na
segunda coleta. Do total de 171 capas
leucocitérias avaliadas, foram encontradas
inclusBes intracitoplasmaticas sugestivas
de A. phagocytophilum em 22 esfregacos
(12,87%). Os  valores  encontrados
correspondem a metade do percentual
relatado por Gavido Prado et al. (2011) em
um levantamento feito com 57 equideos de
tracdo na regido metropolitana de Belo
Horizonte. Butler et al. (2008), ao avaliarem
a capa leucocitaria de seis animais com
infeccdo natural pelo agente, encontraram
cinco animais positivos. Os resultados estéo
apresentados na Tab. 16.
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Tabela 16: Distribuicdo da frequéncia de animais de acordo com a presenca de moérulas no
esfregaco de capa leucocitéria, propriedade e a estacdo do ano, em investigacdo de
soroprevaléncia equina de Anaplasma phagocytophilum em duas regides do estado de Minas

Gerais, Brasil

Propriedade 1 Propriedade 2
Capa Chuva Chuva Seca
Positivo (%0) 2,50 20,93 18,60 8,89
Negativo (%) 97,50 79,07 81,40 91,11
A visualizacéo de inclusdes evidéncia molecular, com sequenciamento

intracitoplasmaticas ocorre apenas durante a
fase aguda da doenca. Durante as coletas
nenhum animal apresentou sintomatologia
clinica caracteristica da doenca, apesar de se
ter encontrado animais apresentando febre,
por outras causas comprovadas, como
garrotilho e theileriose. Esperar-se-ia que 0s
animais que apresentaram inclusdes ao
exame da capa leucocitaria apresentassem
alguma sintomatologia. A auséncia de sinais
clinicos desses animais pode ser devido a
trés fatores: outras doengas concomitantes
que mascararam o0s da anaplasmose; o
agente  presente  nessas  propriedades
apresenta baixa viruléncia, ndo levando os
animais a doenca clinica; e em terceiro lugar
0s animais apresentam titulos protetores de
IgG contra o agente.

4.2.4. Avaliacdo molecular (PCR)

Foi realizado um total de 103 analises, sendo
84 realizadas com amostras provenientes da
Propriedade 1 (40 — coleta 1; 44 — coleta 2) e
19 com amostras da Propriedade 2 (9 —
coleta 1; 10 - coleta 2). Apenas duas
amostras  (1,94%),  provenientes  da
Propriedade 1 (1 — coleta 1; 1 — coleta 2)
foram  nPCR  positivos para A.
phagocytophilum através da andlise do gene
msp4. Apds sequenciamento nucleotidico
ambas as amostras apresentaram 96% de
similaridade com Anaplasma
phagocytophilum, oriundo de carrapato |I.
ricinus (nimero de acesso genBank:
HQ661156.1).

Até onde foi possivel pesquisar na literatura
disponivel acerca do tema, essa é a primeira
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nucleotidico da  ocorréncia de A.
phagocytophilum em equinos no Brasil. O
achado revela a presenca e circulagdo do
agente na Propriedade 1. Ambos o0s animais
ndo apresentavam sinais clinicos da doenca
no momento da coleta, talvez devido a baixa
viruléncia da cepa encontrada.

4.2.5. Avaliacdo Laboratorial
4.2.5.1. Eritrograma e plaquetograma

Apbés  andlise do  eritrograma e
plaguetograma dos animais da Propriedade 1
e Propriedade 2, apenas o ndmero de
plaguetas do grupo ndo reativo da
Propriedade 2 apresentou valores acima do
esperado. Apesar de elevado, o nimero de
plaquetas observado nos animais pode ndo
ter significancia clinica, pois os animais séo
mantidos em pasto localizado a uma grande
distancia do local onde foram realizadas as
coletas. Com o deslocamento dos animais e
0 estresse a que foram submetidos, os
animais poderiam apresentar contragao
esplénica, o que justificaria o aumento de
plaquetas circulantes, devido ao exercicio e
a excitacdo dos animais, causando entéo
uma  trombocitose  fisioldgica, mas
transitéria. Mas, apdés ocorréncia da
contragdo esplénica, outros constituintes
sanguineos e indices hematimétricos, como
eritrécitos deveriam aumentar juntamente
com as plaquetas. Este aumento ndo foi
observado nas amostras sanguineas dos
animais em questdo, apesar disso, houve
aumento nos valores totais de leucdcitos,
achado comum em casos de contracdo
esplénica (Weiss e Wardrop, 2010).



Além disso, outras estruturas sanguineas
incomuns, como eritrcitos fantasmas ou
fragmentos de eritrécitos rompidos, podem
ser considerados como plaquetas pelo
aparelho utilizado para andlise, levando a
uma pseudotrombocitose (Weiss a Wardrop,
2010). Tais achados sdo comuns em doencas
hemoliticas, como as babesioses, mas apenas
um animal apresentou inclusdo
intraeritrocitaria caracteristica de teileriose.
Este Unico animal, ndo levaria a alteracdo
encontrada da Propriedade 2 como um todo.

Ao se comparar 0s animais das Propriedades
1 e 2, levando em consideracdo a reatividade
ou ndo a RIFI, observou-se diferenca apenas
no numero de eritrocitos. Os grupos reativos
e ndo reativos da Propriedade 1
apresentaram médias maiores (p<0,05)
guando comparadas aquelas do grupo
reativo da Propriedade 2.

A infestagdo por carrapatos encontrada na
Propriedade 2 foi maior (p<0,05) que a
encontrada na Propriedade 1. Os carrapatos
sdo grandes espoliadores de sangue,

podendo levar o animal a anemia quando
encontrados em alta quantidade em vida
parasitaria em apenas um hospedeiro. Como
0s animais da Propriedade 2 apresentaram
maiores taxas de parasitismo era de se
esperar que 0S animais apresentassem
menores valores de eritrocitos. Além disso,
por ser uma doenca de provavel transmissao
por carrapatos no Brasil, também era de se
esperar que 0s animais positivos na RIFI,
por apresentarem ou terem apresentado uma
maior taxa de infestagdo por carrapatos,
apresentassem  menores  valores  de
eritrocitos quando comparados aos outros
animais. De qualquer forma, é importante
observar que 0s animais avaliados
apresentaram o nimero de eritrécitos dentro
dos valores de referéncia para espécie,
apesar de variarem entre grupos.

Os valores de eritrograma e plaguetograma
encontram-se  dentro dos valores de
referéncia esperados para a espécie. As
médias seguidas dos desvios-padrdes dos
valores de eritrograma e plaguetograma
encontram-se sumarizados na Tab. 17.

Tabela 17: Valores médios (média + erro padrdo) do eritrograma e plaquetograma de animais
reativos e ndo reativos a RIFI, de acordo com a propriedade, em investigacdo da soroprevaléncia
equina para Anaplasma phagocytophilum em duas regides do estado de Minas Gerais, Brasil

Parametro avaliado Propriedade 1 Propriedade 2
Reativos N&o reativos Reativos N&o reativos
(X+EP) (X+EP) (X+EP) (X+EP)
Eritrécitos (x10%/pl) 8,25+0,21° 8,23+0,36° 7,79+0,20° 8,18+0,54%
Hematdcrito (%) 32,62+0,49 31,80+0,89 31,60+0,55 33,71+1,37
Hemoglobina (g/dl) 11,35+0,19 11,1040,30 11,84+0,32 11,8240,51
VGM (fl) 40,64+0,89 38,44+1,07 43,34+2,46 42,66+3,68
CHCM (pg) 34,73+0,34 35,11+0,72 38,30+1,35 35,60+1,43
HCM (pg) 14,00£0,26 13,35+0,36 16,18+0,84 15,18+1,31
Plaquetas (células/pl) 210350,88+ 197760,00+ 230166,67+ 290333,33%
13326,10 18956,55 15831,76 52328,51

X=Média; EP=Erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05). Valores de
referéncia: Hematdcrito: 24-44; Hemoglobina: 8-14; Eritrdcitos: 5,5-9,5; Volume glogular médio (VGM): 37-58,5;
Concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): 12,3-
19,7; 19-20%,; Plaquetas: 120000-256000. Fonte: Jain (1993).
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4.2.5.2. Leucograma

Foi observado um aumento nos valores de
leucocitos totais e linfocito absoluto em
todos os grupos com excecdo do grupo nao
reativo da Propriedade 1. Os grupos reativos
e ndo reativos da Propriedade 2
apresentaram  valores  relativos  para
linfocitos maiores que o esperado. Ao se
comparar 0s grupos, houve diferenca nos
valores de neutréfilo relativo, sendo a média
do grupo negativo da Propriedade 1 maior
gue as meédias dos grupos positivo e
negativo da Propriedade 2 e sem diferenca

propriedade. Os valores de eosindfilo, tanto
relativo quanto absoluto, foram maiores para
0 grupo positivo da Propriedade 2 quando
comparadas aos grupos da Propriedade 1 e
sem diferenca quando comparado ao grupo
negativo da mesma propriedade. O grupo
negativo da Propriedade 1 apresentou média
para basdfilo relativo e absoluto maior que
ambos os grupos da Propriedade 2, néo
havendo  diferenca  (p>0,05) quando
comparado ao grupo positivo da Propriedade
1. As médias e erro padrdo das médias dos
valores de leucograma encontram-se
dispostos na Tab. 18.

para 0 grupo positivo da mesma

Tabela 18: Valores médios absolutos (média * erro padrdo) do leucograma de animais reativos e
ndo reativos a RIFI, de acordo com a propriedade, em investigacdo da soroprevaléncia equina
para Anaplasma phagocytophilum em duas regides de Minas Gerais, Brasil

Parametro Propriedade 1 Propriedade 2
avaliado

Reativos (X+EP) Na&o reativos Reativos N&o reativos

(X+EP) (X+EP) (X+EP)

Leucacitos 14965,65;1535,0 13780,0(;11586,3 14257 64+796,65 15412,6;12909,3
Basofilo 243,83+39,78°  136,36+38,37"  111,66+24,05 72,8022,92°
Eosinofilo 320,06+53,73" 321,00+81,52° 525,39+64,19°  438,73+136,57*
Neutrofilo 6326,12+594,47  6231,15£383,51  5493,90+395,88 5782,03+£955,06
Bastonete 105,42+29,74 64,84+28,12 98,25+34,87 47,06+£37,64
Linfocito 7572,78+1060,91 6699,66+1196,86 7623,34+543,82 8322,13+1865,09
Monécito 428,39+67,80 394,46£90,53 432,26154,84 765,98+197,53

X: Média; EP: Erro padrdo; Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha (p<0,05).Valores de referéncia
(Jain, 1993): Leucdcitos Totais: 5200-13900 cels/ul; Basofilo absoluto: 0-290 cels/pl; Eosinéfilo absoluto: 100-1000
cels/ul; Neutrdfilo absoluto: 2200-8500 cels/ul; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/ul; Linfécito absoluto: 1500-7000

cels/ul; Mondcito absoluto: 0-1000 cels/pl; Relagdo Neutrdfilo:Linfdcito: 1:2-1:3.

O aumento observado nos valores de
leucacitos e de linfocito absoluto em todas
as propriedades, independente da reatividade
ou ndo para a AGE, foram causados pelo
estresse a que os animais foram submetidos
durante a coleta e devido ao esforco fisico
realizado para serem encaminhados até o
local da coleta. Equinos submetidos a
excitagdo ou exercicio apresentam liberacao
de epinefrina na ciculacdo o que leva a
migracdo de leucocitos marginais para o
compartimento circulante. Normalmente séo
observados aumentos de leucdcitos com
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neutrofilia ou linfocitose (Thrall et al.,
2006), os animais ndo apresentaram
neutrofilia, neste caso. Durante ambas as
coletas na Propriedade 1 foram observados
sintomas clinicos caracteristicos de doenga
do trato respiratério superior, como
garrotilho. Casos crénicos de garrotilho
podem levar a um aumento nos valores de
linfocitos e consequentemente nos valores
de leucdcitos totais. Provavelmente 0s
animais que apresentavam a doenga no
momento das coletas foram responsaveis
pelo aumento da média dos valores, tanto de



linfécitos quanto de leucécitos (Reed e
Bayly, 2000).

Os animais da Propriedade 1 sdo manejados
constantemente e ndo consideram ida ao
curral, entrada no tronco e coleta de sangue
tdo estressante, por isso estes animais
apresentaram  diferenca numérica  nos
valores de leucocitos quando comparados
aos animais da Propriedade 2, os quais ndo
sdo manejados frequentemente. Além disso,
apenas o0s animais da Propriedade 2
apresentaram linfocitose, alteracdo
caracteristica da resposta a excitacao.

Os animais do grupo positivo da
Propriedade 1, que apresentaram valores
maiores de baséfilo, ndo apresentavam
nenhuma alteracdo capaz de desencadear
esse aumento. A basofilia é rara nos animais
domeésticos e foi considerado um achado
acidental nesses animais. Ja eosinofilia é
uma alteracdo hematolégica normalmente
decorrente de parasitismo (Weiss e
Wardrop, 2010). Os animais da Propriedade
2, que apresentaram valores mais altos
eosinéfilos quando comparados a outra
propriedade, ndo sdo submetidos a um
controle rigoroso da carga parasitaria. A
vermifugacdo ndo foi realizada em esquema
correto de aplicagBGes e, provavelmente, a
carga parasitaria sdo maiores que a da
Propriedade 1, apresentando  maiores
concentragdes de eosindfilos.

4.2.5.3. Bioquimica sérica
4.2.5.3.1. Perfil hepatico

Os animais de ambas as propriedades
apresentaram valores de GGT acima dos
esperados. Como ja discutido anteriormente
a GGT é uma enzima com concentracdes
elevadas nas células dos canaliculos biliares
em equinos e apesar de ser considerada

essencialmente renal, no equino ela possui
indicacdo para diagnostico de afecgdes
hepéticas, sendo a principal delas a colestase
(Kaneko et al., 2008). Apesar dos animais
apresentarem elevacdo desta enzima ndo é
possivel avaliar a presenca de colestase ou
outra alteracdo utilizando apenas esse
pardmetro. Os valores médios de GGT,
quando comparados entre os grupos foram
mais elevados (p<0,05) na Propriedade 2 em
relacdo a Propriedade 1, ndo havendo
diferencas dentro das propriedades.

As demais enzimas hepéticas avaliadas
encontram-se dentro do esperado para a
espécie. Os valores médios e erro padréo da
média para o perfil hepatico, de acordo com
a reatividade para a RIFI e com cada
propriedade encontram-se na Tab. 19.

Quando comparados 0s grupos positivo e
negativo, de acordo com a propriedade,
houve diferenca entre os valores de ALT,
sendo a média dos animais negativos da
Propriedade 1 maior que as médias do grupo
positivo da Propriedade 1 e ambos 0s grupos
de Propriedade 2.

As concentracbes de ALT no figado e
muasculo de equinos varia muito pouco,
assim, ndo deve ser utilizada para
diagndstico de lesdo hepatica sem levar em
consideracdo outras enzimas hepéticas
consideradas mais sensiveis. Em seres
humanos a anaplasmose granulocitica leva
ao aumento de ALT, juntamente com o
aumento de AST (Aguero-Rosenfeld, 2002).
N&o se sabe as alteracGes que a doenga pode
causar nos valores dessa enzima em equinos,
mas ao se extrapolar os dados presentes na
literatura para a doenca em seres humanos,
os valores encontrados no presente estudo,
estdo em desacordo com o descrito pela
literatura (Leipidi et al., 2000; Aguero-
Rosenfeld, 2002).
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Tabela 19: Valores médios (média + erro padrao) do perfil hepatico entre os grupos de animais
reativos e ndo reativos a RIFI de acordo com a propriedade, em investigacdo da soroprevaléncia
equina para Anaplasma phagocytophilum em duas regides do estado de Minas Gerais, Brasil

Parametro Propriedade 1 Propriedade 2
avaliado
Reativos Nao reativos Reativos Na&o reativos
(X+EP) (X+EP) (X+EP) (X+EP)
ALT 8,18+0,54° 9,68+0,75° 7,06+0,53" 5,68+1,02°
AST 320,98+6,12 328,64+10,83 332,73+7,59 317,06+17,85
GGT 16,0511,02b 14,7212,13b 22,98+4,11° 20,12+1,26°
FA 257,62+11,50 256,44+17,58 280,88+12,60 248,06+29,09

X: Média; SE: Erro padrdo. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha, diferem entre si (p<0,05) Valores de
referencia (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997) GGT: 4-13,4 Ul/I; AST: 226-366 Ul/I; ALT: 3-23 Ul/l); FA: 86-

295 UI/I.

Apesar de apresentar concentracdes mais
elevadas no grupo negativo da Propriedade
1, o uso da ALT como ferramenta
diagndstica é limitado dentro da avaliacéo
bioquimica em equinos, por isso ndo €
possivel afirmar que exista lesdo hepética ou
muscular nos animais apresentando maiores
concentragbes séricas da enzima. Além
disso, mesmo com a significancia estatistica
entre  0s grupos, todos os valores
apresentaram-se  dentro do limite de

referéncia para a espécie. Clinicamente, tal
achado ndo possui significancia.

4.2.5.3.2. Perfil Renal

Os animais de ambas as propriedades,
independente do grupo, apresentaram ureia e
creatinina, dentro dos valores de referéncia
para a espécie. A Tab. 20 sumariza as
médias encontradas para cada parametro.

Tabela 20: Valores médios (média + erro padrdao) do perfil renal entre os grupos de animais
reativos e ndo reativos a RIFI de acordo com a propriedade, em investigagdo da soroprevaléncia
equina para Anaplasma phagocytophilum em duas regides do estado de Minas Gerais, Brasil

Parametro Propriedade 1 Propriedade 2
avaliado
Reativos Nao reativos Reativos Nao reativos
(X£EP) (X£EP) (X£EP) (X£EP)
Ureia 50,06+2,84 43,96+2,76 41,91+1,47 42,80+3,14
Creatinina 1,48+0,03° 1,40+0,05% 1,30+0,03" 1,46+0,11%

X: Média; EP: Erro padrédo. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha, diferem entre si
(p<0,05) Valores de referencia: (Kaneko et al., 1997) Uréia:21,4-51,5 mg/dl; Creatinina: 0,9-2,0

mg/dl.

Ao se avaliar os valores de creatinina,
comparando 0s grupos, observou-se que 0
grupo positivo da Propriedade 1 apresentou
média maior que 0 grupo positivo da
Propriedade 2. A creatinina, por ser
totalmente excretada pelos rins, é muito
utilizada como parametro de avaliagdo da
integridade glomerular tanto em medicina
veterinaria quanto na medicina humana.
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Alguns animais da Propriedade 1
apresentavam hipertermia no momento da
coleta, condicdo clinica que leva ao aumento
da creatinina, pois animais febris diminuem
a ingestdo de agua e consequentemente se
tornam desidratados, aumentando os valores
de creatinina. A avaliacdo da creatinina
isoladamente ndo é informativa de leséo
renal, sendo importante avaliacdo conjunta



com a ureia. Os animais de ambas as
propriedades ndo apresentaram alteragOes
nas concentracOes de ureia sérica, 0 que nos
permite afirmar que em nenhuma das
propriedades ha ocorréncia de algum tipo de
leséo renal.

Outra causa comum de aumento de
creatinina sdo as piroplasmoses, que sao
consideradas causas extrarrenais de aumento
do analito (Kaneko et al., 2008). Um animal
da Propriedade 1 e outro da Propriedade 2
apresentaram inclusdes intra eritrocitarias
sugestivas de theileriose, mas ndo

apresentaram elevacdo individual do analito
capaz de elevar os valores médios dos
grupos estudados, sendo a hipertermia e/ou
desidratacdo as causas mais provaveis deste
aumento.

4.2.5.3.3. Perfil proteico

Todos os grupos estudados apresentaram
valores de globulina acima dos valores de
eferéncia. A relacdo albumina:globulina
encontrou-se aumentada apenas para 0 grupo
negativo da Propriedade 1.

Tabela 21: Valores médios (média * erro padréo) do perfil proteico entre os grupos de animais
reativos e ndo reativos & RIFI, de acordo com a propriedade, em investigacdo da soroprevaléncia
equina para Anaplasma phagocytophilum em duas regi6es do estado de Minas Gerais, Brasil.

Parametro avaliado Propriedade 1 Propriedade 2
Positivos Negativo Positivos Negativo
(X+EP) (X+EP) (X+EP) (X+EP)
Proteinas Plasmaticas 6,89+0,08" 6,62+0,12° 7,52+0,06 7,16+0,13"
Proteinas Séricas 7,23+0,18 7,16+0,29 7,00+0,18 7,48+0,43
Albumina 3,36+0,14 3,22+0,24 3,07+0,14 3,76+0,26
Globulina 3,86+0,18 3,9340,35 3,93+0,19 3,17+0,36
Albumina:Globulina 1,10+0,10 2,51+1,20 1,20+0,21 1,24+0,17

X: Média; EP: Erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha, diferem (p<0,05). Valores de
referéncia (Robinson,1997; Kaneko et al., 2008); Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Proteinas totais: 5,2-7,9 mg/dl;
Globulinas: 2,62-4,04 mg/dl; Albumina:Globulina: 0,62-1,46.

A0 se comparar 0S grupos reativos e ndo
reativos, de acordo com cada propriedade,
0S animais positivos da Propriedade 2
apresentaram valor de proteinas plasmaticas
maior que ambos os grupos da Propriedade 1
€ maior que 0 grupo negativo dentro da
mesma propriedade. Mesmo 0 grupo
apresentando valor maior que o restante dos
grupos, o valor encontrado estd dentro do
intervalo de referéncia ndo se caracterizando
hiperproteinemia. Essa condicdo acontece
guando ha perda de fluidos pelo animal,
levando a uma maior concentracdo das
proteinas plasmaticas, entdo, a
hiperproteinemia observada, na verdade,
pode ser considerada como relativa, pois ndo
ha aumento na quantidade de proteinas

presentes na circulacdo (Kaneko et al.,
2008).

As globulinas sdo proteinas presentes no
plasma dos animais domésticos e sdo
divididas em alfa, beta e gama globulinas
(Kaneko et al., 2008). Para avaliacdo da
concentracdo de cada fragdo das globulinas
presentes na amostra seria interessante
realizacdo de eletroforese das proteinas, o
gue ndo foi realizado no estudo em questao.

O aumento das globulinas, de uma forma
geral, pode ser devido ao aumento de uma
ou de vérias fragcbes, mas normalmente esta
associado a quadros infecciosos, com
aumento, principalmente das gama ou
imunoglobulinas (Kaneko et al., 2008).
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Apesar de ser um bom preditor de quadros
infecciosos, a avaliagdo dos valores de
globulina ndo nos informa qual o agente
causador da infeccdo que animal apresenta.
O aumento observado em todos 0s grupos
(Tab. 21) pode ser devido a anaplasmose
granulocitica equina, mas também por outra
causa néo elucidada durante a avaliacdo dos
animais.

4.2.7. Estudo da incidéncia cumulativa de
anaplasmose granulocitica equina

Na populagdo estudada, o numero de
animais com risco de adoecer foi estipulado,
utilizando como critério a negatividade a
RIFI na estacdo chuvosa (n=18). O ndmero
de casos novos, na estacdo seca foi de 15
animais. A incidéncia cumulativa encontrada
foi de 83,3% em seis meses.

Apenas trés animais foram negativos para a
RIFI tanto na estacdo chuvosa quanto na
seca e 26 apresentaram reatividade em
ambas as coletas. Oito animais foram
positivos na estacdo chuvosa, mas nao
apresentaram reatividade na seca. E, 15
foram positivos apenas na estacdo seca. Dos
26 animais positivos na sorologia pela RIFI,
tanto na estacdo chuvosa quanto na seca,
obteve-se 34,62% (9/26) com titulos mais
elevados na seca em relacdo a estacdo
chuvosa, 46,16% (12/26) com titulos mais
baixos na seca em relagdo a chuva, e 19,24%
(5/26) apresentaram titulos inalterados em
ambas as coletas.

Neste grupo de animais (n=26), observou-se
apenas seis positivos a avaliacdo de capa
leucocitaria, sendo dois na primeira coleta e
guatro na segunda. Dois animais foram
positivos para a PCR, sendo um na primeira
coleta e 0 outro na segunda.

A incidéncia cumulativa encontrada foi
considerada muito alta. Isto mostra que 0s
animais das propriedades sdo susceptiveis a
infeccdo por A. phagocytophilum e também,
que ha circulacdo ativa do mesmo entre eles,
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evidenciada de trés formas: manutencao,
diminuicdo ou aumento da titulacdo.

A manutencdo da titulacdo, observada em
19,24% (5/26) dos animais avaliados pode
ser devido a constante exposicdo dos
mesmos ao agente. Outra possibilidade é a
manutencdo dos titulos, sem nova exposicao
ao agente, por mais de seis meses. A
diminuicdo da titulacdo, observada em
46,16% dos animais avaliados ocorreu
porque  0S  mesmos,  provavelmente
encontravam-se na fase de convalescencga ou
infectados ha um periodo maior de tempo no
momento da primeira coleta, havendo
diminuigdo dos titulos nos seis meses entre
uma e outra coleta. Os animais das
propriedades podem ter sido expostos a nova
infeccdo, ap6s queda dos titulos a niveis ndo
protetores, e no momento da segunda coleta
ainda estavam apresentando ascensdo nos
valores dos titulos. Os animais que
apresentaram aumento dos titulos (34,62%)
provavelmente estavam com o0s titulos
apresentados na primeira coleta diminuindo
de uma infecgdo anterior e ao atingiram
niveis ndo protetores os animais foram re-
infectados e, no momento da segunda coleta
apresentavam-se no pico de producdo de
IgG anti-A. phagocytophilum.

Houve alteragdo na quantidade de animais
apresentando-se parasitados por carrapatos
entre as estagcOes avaliadas em ambas a
propriedades, mas ndo houve diferenga na
soroprevaléncia nas duas estacdes. Zhang et
al. (2008) relataram a transmissdo do agente
entre seres humanos através de secrecdo de
um paciente infectado e internado para seus
familiares que tiveram contato com o
mesmo. Ainda ndo se sabe qual o vetor na
doenca no Brasil, sendo que outras formas
de infeccdo podem estar envolvidas na
epidemiologia da doenga, como o contato
com secre¢do ou a participacdo de outros
vetores além do carrapato. Provavelmente,
outras formas de transmissédo da doenca
estdo presentes nas propriedades ja que,
mesmo havendo alteracdo na infestacdo por



carrapatos entre as coletas ndo houve
alteracio  no  perfil  epidemiol6gico
encontrado.

4.3. Comparacao clinica entre animais
positivos e negativos para anaplasmose
granulocitica equina

Foram comparados os perfis hematoldgicos

diferenca (p<0,05) entre 0S grupos nos
parametros:  Eritrocitos, VCM, HCM,
Bastonete relativo e absoluto, Albumina,
Globulina, relacdo albumina:globulina, ALT
e AST. O numero de plaquetas nao
apresentou diferenga entre 0S grupos
(p=0,0592). Os valores dos parametros que
diferiram entre os grupos estdo apresentados
na Tab. 22.

e bioquimicos destes animais. Observou-se

Tabela 22: Comparacdo de perfil hematoldgico e bioquimico de animais positivos na capa
leucocitaria ou PCR e animais negativos na capa leucocitaria e PCR, sem alteracdo clinica

aparente
Parametros avaliados Negativos (X+EP) Positivos (X+EP)
Eritrocitos (x10°/pl) 8,19+0,29° 7,42+0,27°
VCM (fl) 38,30+0,92" 45,91+4,70°
HCM (pg) 13,80+0,40° 16,50+1,42°
Bastonete relativo (%) 0,27+0,14° 0,81+0,22°
Bastonete absoluto (x10°*/pl) 31,96+16,20° 133,60+60,36°
Albumina 3,24+0,14° 2,82+0,12°
Globulina 3,570,17° 4,07+0,15°
Albumina:Globulina 1,19+0,19° 0,77+0,08"
ALT 8,56+0,65°% 7,10+0,60"
AST 320,45+9,14% 295,59+9,94°
Plaquetas (células/pl) 180726,38+19010,18 116687,89+16593,15

X: Média; EP: Erro padréo; Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p<0,05); Valores
de referéncia: Eritrocitos: 5,5-9,5; Volume corpuscular médio (VCM): 37-58,5; Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM): 12,3-19,7; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/ul; Bastonete relativo: 0-2%; AST: 226-366 Ul/I; ALT: 3-23
Ul/l; Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Globulinas: 2,62-4,04 mg/dl; Albumina:Globulina: 0,62-1,46; Plaquetas: 120000-
256000. Fonte: Jain (1993); Meyer et al. (1995); Kaneko et al. (1997).

Animais em fase aguda da doenca
apresentam  parasitemia  detectavel e
apresentam alteragbes hematoldgicas e
bioquimicas (Butler et al., 2008). A anemia
é uma das alteracGes observadas em equinos
com AGE (Lepidi et al., 2000). Apesar de
ambos 0s grupos apresentarem valores
normais para o numero de eritrécitos, o
grupo positivo apresentou média menor
guando comparado ao grupo negativo. Ha
possibilidade de esta diminuicdo ser devido
a maior destruicdo de eritrécitos pelo
sistema monocitico fagocitario. Ndo se sabe
qual o mecanismo especifico que leva a
maior hemocaterese nos animais infectados
pelo agente (Lepidi et al. 2000).

O aumento de bastonetes relativo e absoluto
(desvio a esquerda) demonstra que 0S
animais positivos apresentaram, em algum
momento do curso da doenca clinica,
neutropenia e responderam produzindo e
liberando da medula éssea maior quantidade
de células jovens para restabelecer o0s
valores normais deste parametro. Apesar de
a neutropenia com desvio a esquerda ser um
achado importante nos casos de AGE
(Aguero-Rosenfeld, 2002), os animais
estudados poderia apresentar co-infecgdes
ndo identificadas no momento das coletas
gue poderia reduzir os valores de
neutrdfilos, consequentemente aumentando
os valores dos bastonetes.
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Em relacdo ao perfil proteico, observou-se
aumento nas concentracfes de globulinas e
diminuicdo na concentracdo de albumina
e na relacdo albumina:globulina. Durante
a fase aguda da doenca ha producao
de imunoglobulinas, principalmente as
imunoglobulinas M e A, consideradas de
fase aguda. As imunoglobulinas s&o
responsaveis pelo reconhecimento do agente
pelas células apresentadoras de antigeno e
pelas células de defesa (Abbas, 2008).
Apesar de o A. phagocytophilum ser uma
bactéria intracelular obrigatéria, ele leva a
alteracbes na membrana das células
infectadas as tornando ndo-préprias ao
organismo do animal e consequentemente
havendo maior producéo de
imunoglobulinas no intuito de eliminar o
agente (Kaneko et al., 2008).

A albumina é a principal proteina presente
na circulagdo, sendo a maior responsavel
pela manutencdo da pressdao oncotica
sanguinea. Ela também é responsavel pelo
transporte de substncias e em casos de
maior consumo proteico, o animal a utiliza
como fonte de proteina (Kaneko et al.,
2008). Durante a AGE ha menor ingestdo de
alimentos, mas, em contrapartida, ha maior
exigéncia proteica para realizacdo das
fungdes celulares bésicas e para produgéo de

anticorpos. Os animais, para suprirem o
menor aporte proteico dietético, se utilizam
das reservas de albumina na tentativa de
manter a homeostase.

Os valores de AST e ALT foram menores no
grupo positivo quando comparado ao grupo
negativo, apesar de ambos 0s grupos
apresentarem valores dentro da faixa de
referéncia para a espécie. Esperava-se que
essas enzimas estivessem elevadas no grupo
positivo, pois ha evidéncias de lesdo
hepética durante a fase aguda da AGE
(Lepidi et al.,, 2000; Aguero-Rosenfeld,
2002).

4.4. Casos clinicos de AGE atendidos no
Hospital Veterindrio da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais

Os equideos atendidos no HV-EV/UFMG
apresentaram  alteragdes  hematoldgicas
caracterizadas  por  leucocitose  com
neutrofilia e desvio a esquerda (aumento no
valor de bastonetes relativos) apenas na
terceira coleta. Os valores médios dos
perfis hematoldgicos e bioquimicos estdo
apresentados nas Tab. 23., Tab. 24 e
Tab. 25.

Tabela 25: Perfil hematoldgico dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a
2013 apresentando AGE, com diagndstico através de capa leucocitaria ou PCR

Coletal Coleta 2 48-72h Coleta 3
Parametro avaliado Diagnéstico apos inicio do 96-144h apds inicio
tratamento do tratamento

Eritrocitos (x10%pl) 7,58 6,93 7,34
Hematocrito (%) 29,83 29,25 30,33
Hemoglobina (g/dl) 10,41 10,3 10,6

VCM (fl) 39,93 44,23 41,95

HCM (pg) 14,21 15,81 15,04
CHCM (g/dI) 35,43 36,15 35,88
Plaquetas (x10°/ul) 108,80 135,50 190,00

Valores de referéncia: Hematocrito: 24-44; Hemoglobina: 8-14; Eritrdcitos: 5,5-9,5; Volume glogular médio
(VGM): 37-58,5; Concentragcdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM): 31-38; Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM): 12,3-19,7; Plaquetas: 120-256 x10%/ul. Fonte: Jain (1993); Oliveira (2007).
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A bioquimica, no momento do diagndstico,
foram observados: hiperfibrinogenemia,
hipoalbuminemia, diminuicdo sérica da AST
e aumento da ALT e GGT.

O hematdcrito dos animais mesmo dentro
dos valores de referéncia esta baixo. 1sso se
deve ao fato de os animais apresentarem,
além da AGE, outras afeccdes (doenga
neuroldgica, diarreia, politraumatismo,
flebite de jugular e afeccdo do trato
reprodutivo) que podem levar & queda do
hematocrito devido a diversas causas. Além
disso, dentre os animais atendidos, estdo
animais pertencentes ao Projeto Carroceiros,
animais estes que recebem alimentacdo
muitas  vezes deficiente que pode
levar a diminuicio do numero de
eritrécitos e também do hematdcrito. Um
animal apresentou anemia normocitica

normocrémica. Os valores de eritrdcito e de
hematocrito  voltaram aos valores de
normalidade apds a instituicdo do tratamento
com oxitetraciclina longa acdo (dose
15mg/kg, IM, durante cinco aplicagOes
intervaladas de 48h entre a primeira e a
segunda aplicaces e 72h nas demais
aplicacoes).

Os animais apresentaram trombocitopenia,
no momento do diagnéstico, com retorno ao
valores de referéncia 48-72 horas apds
instituicdo do tratamento. Em dois animais
observou-se trombocitopenia grave durante
a internacdo (15000 e 43000 células/ul).
Ambos apresentaram melhora do nimero de
plaguetas apds o inicio do tratamento. Um
deles, mesmo com tratamento, foi a 6bito
devido a afeccdo priméaria (quadro
neurol6gico).

Tabela 24: Perfil leucocitario dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a
2013 apresentando AGE, com diagndstico através de capa leucocitaria ou PCR

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Parametro avaliado Diagnostico 48-72h apo6s 96-144h apo6s
inicio do inicio do
tratamento tratamento
Leucdcitos (células/pl) 11993,33 12605,00 16166,66
Bastonete absoluto (células/ul) 84,25 433,50 1773,33
Segmentado absoluto (células/ul) 9193,00 7507,75 10096,96
Linfocito absoluto (células/ul) 2455,91 3577,45 3359,33
Mondcito absoluto (células/pl) 259,75 709,00 926,66
Basofilo absoluto (células/pl) 0 97,06 0
Eosindfilo absoluto (células/pl) 0 609,00 1152,00
Relacdo Neutrofilo: Linfocito 3,71 2,09 3,01

Valores de referéncia (Jain, 1993): Leucdcitos Totais: 5200-13900 cels/pl; Baséfilo absoluto: 0-290 cels/pl;
Eosinofilo absoluto: 100-1000 cels/ul; Neutréfilo absoluto: 2200-8500 cels/ul; Bastonete absoluto: 0-1000 cels/ul;
Linfdcito absoluto: 1500-7000 cels/ul; Mondcito absoluto: 0-1000 cels/ul; Relagdo Neutrofilo:Linfécito: 1:2 - 1:3 .

Observou-se leucocitose apenas na terceira
coleta, embora o0 aumento tenha sido
evidenciado a partir da segunda coleta. De
forma similar a contagem de bastonetes,
tanto relativo quanto absoluto, acompanhou
0 aumento dos leucdcitos. Provavelmente, a
causa deste aumento € a afeccdo primaria
dos animais. Um animal havia sofrido
politraumatismo e apresentava feridas
infeccionadas em trés regides do corpo;
outro animal foi encaminhado devido a

sintomatologia neuroldgica; dois animais
apresentavam diarreia; um animal flebite de
jugular grave e o Gltimo animal problemas
reprodutivos.

A presenca de formas jovens de neutréfilo
indica que o0s animais apresentavam
responsividade ao insulto e ndo havia
alteracdo na granulocitopoiese. O aumento
do numero de neutréfilos observado explica
0 aumento na relacdo neutréfilo:linfécito
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pois esta aumenta principalmente em casos
de infeccbes agudas que leva ao aumento de
neutrofilos observado (Trhall et al., 2006).

As alteracGes observadas no  perfil
bioquimico destes animais é compativel
de animais apresentando  alteracGes,
provavelmente de carater infeccioso e
agudo. O aumento das globulinas é um bom

para conter o agente e uma das formas € pela
producdo de imunoglobulinas. E dificil
afirmar que a maior producdo de globulinas
apresentadas pelos animais seja devido a
AGE, mas pode-se afirmar que a afeccéo
contribuiu para esse aumento. Apesar do
aumento, os valores da relacdo
albumina:globulina se mantiveram dentro
dos valores de referéncia.

indicador de infeccdo, pois hd aumento dos
valores enquanto o organismo se mobiliza

Tabela 25: Perfil bioguimico dos animais atendidos no HV-EV/UFMG nos anos de 2010 a 2013
apresentando AGE, com diagndstico através de capa leucocitaria ou PCR

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Parametro avaliado Diagnostico 48-72h apods iniciodo  96-144 apos inicio
tratamento do tratamento

Proteina total (mg/dl) 6,68 7,13 7,60
Fibrinogénio (g/dl) 500,00 400,00 466,66
Albumina (mg/dl) 2,11 2,41 2,30
Globulina (mg/dl) 3,90 4,41 5,70
Rela¢ao albumina:globulina 0,58 0,58 0,40
AST (U/L) 203,82 271,76 121,00
ALT (U/L) 35,05 32,88 41,00
GGT (U/L) 34,71 10,77 17,00
FA (U/L) 251,26 167,82 134,00
Ureia (mg/dl) 33,66 32,94 33,00
Creatinina (mg/dl) 1,40 1,12 0,7

Valores de referéncia (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997): Uréia:21,4-51,5 mg/dl; Creatinina: 0,9-2,0 mg/dl;
GGT: 4-13,4 UI/l; AST: 226-366 UI/I; ALT: 3-23 UI/l); FA: 86-295 UI/I; Albumina: 2,4-4,0 mg/dl; Proteinas totais:
5,2-7,9 mg/dl; Fibrinogénio: 200-400g/dl; Globulinas: 2,62-4,04 mg/dl; Albumina:Globulina: 0,62-1,46.

A alteracdo das concentracdes séricas das
enzimas hepaticas demonstra que em algum
momento, no decorrer da internacdo e/ou da
infecgdo, 0s animais apresentaram certo grau
de lesdo hepatica. Sabe-se que o A.
phagocytophilum leva a lesdo hepatica e
consequentemente ao aumento de suas
enzimas, principalmente ALT e AST (Lepidi
et al.,, 2000), mas também as afeccOes
priméarias, lesGes musculares decorrente
de decubito prolongado ou aplicacBes
medicamentosas podem ter sido
responsaveis pelas alteracbes das enzimas
hepaticas encontradas.

Todos 0S animais apresentaram
sintomatologia clinica de AGE e presenca de
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inclusdes intracitoplasmaticas apds a
internacdo por outras causas. Morbidades
e internacdo sdo fatores de estresse,
principalmente para equinos que costumam
apresentar  infeccbes  secundarias  ou
reagudizacdo de infeccBes crbnicas apos
tais ocorréncias, tal fato se deve pela
imunodepressdo  causada pela  maior
liberacdo de corticosteroides enddgenos
(Abbas e Lichtman, 2008). Provavelmente,
0s pacientes internados apresentavam
a infeccdo pelo agente, desenvolvendo
sintomatologia clinica apos 0
desenvolvimento da afeccdo primaria e
internacéo.



5. CONCLUSOES

o Alinfeccdo por A. phagocytophilum esta
presente nos municipios de Belo Horizonte,
Ataléia e Sdo Vicente de Minas, Minas
Gerais, Brasil;

e N&o houve relagéo da infec¢do por A.
phagocytophilum com sexo e idade entre o0s
animais das propriedades de Ataléia e Sédo
Vicente de Minas;

e A maior prevaléncia da infeccdo em
Belo Horizonte foi detectada na Regional
Venda Nova;

e N&o foram encontradas alteracdes nos
perfis hematoldgicos e bioquimicos em
animais sororreagentes para A.
phagocytophilum nos animais de Belo
Horizonte;

e A prevaléncia sorologica para A.
phagocytophilum nos municipios de Ataléia
e Sdo Vicente de Minas, Minas Gerais, foi
semelhante;

e Alincidéncia cumulativa foi semelhante
nas propriedades avaliadas nos municipios
de Ataléia e S&o Vicente de Minas, Minas
Gerais;

e As propriedades estudadas  nos
municipios de Ataléia e S8o Vicente de
Minas encontram-se em equilibrio enzoo6tico
para a doenga;

e Os animais de diferentes regides de
Minas Gerais estdo susceptiveis a infeccao,
tanto clinica quanto subclinica, por A.
phagocytophilum;

e Os animais com infeccdo aguda
diagnosticada pela presenca de inclusdo
intracitoplasméatica ou PCR apresentaram
hipoalbuminemia,  hiperglobulinemia e
diminuicdo nas concentragbes de ALT e
AST;

e A AGE ainda é sub-diagnosticada no
estado de Minas Gerais;

e Até onde foi possivel pesquisar na
literatura disponivel, este foi o primeiro
registros de deteccdo molecular, com
confirmagao pelo sequenciamento
nucleotidico, da infeccdo por A
phagocytophilum em equideos, no Brasil.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Mais levantamentos sorolégicos e
moleculares, em equinos, devem ser
realizados a fim de se entender melhor a
dindmica do agente na populacdo equina
brasileira;

e Cultivo in vitro e isolamento de cepas
brasileiras para sua melhor descricéo clinica
e molecular, devem ser o foco dos
pesquisadores;

e Mais ensaios clinicos devem ser
realizados para entendimento das alteracdes
clinicas, hematoldgicas e bioquimicas,
causadas  pela infeccdo  por A
phagocytophilum em equinos.
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8. ANEXOS

Anexo |
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
q ~ CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CERTIFICADO

CERTIFICATE

(CEUA/UFMG), and was approved in 11/07/2013. This certificates expires in 11/07/2018.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 11/07/2013.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https:/fwww.ufmg.br/bioetica/ceteal/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br

Certificamos que o Protocolo n®. 167 / 2013, relativo ao projeto intitulado “Avaliacdo clinica e laboratorial de equinos sororreagentes
para Anaplasma phagocytophilum no estado de Minas Gerais, Brasil.", que tem como responsavel Maristela Silveira Palhares, esta
de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUAVUFMG), tendo sido aprovado na reunido de 11/07/2013. Este certificado espira-se em 11/07/2018.

We hereby certify that the Protocol n°. 167 / 2013, related to the Project entilted “Laboratorial and clinical evaluation of seropositive
equids for Anaplasma phagocytophilum in the state of Minas Gerais, Brazil.”, under the supenision of Maristela Silveira Palhares, is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
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