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ALTERACOESDO PROTEINOGRAMA SERICO EM CAES
NATURALMENTE INFECTADOSPOR Ehrlichiacanis.

(SERUM PROTEIN PROFILE ALTERATIONS IN DOGS NATURALLY INFECTED
BY Ehrlichia canis.)

(ALTERACIONES DEL PROTEINOGRAMA SERICO EN PERROS INFECTADOS
NATURALMENTE POR Ehrlichia canis.)

A. KATAOKAL A. E. SANTANA? | M. C. SEKI?®

RESUMO

Proteinas totais, albumina e fracionamento eletroforético das proteinas séricas foram realizados em 20 cées
naturalmente infectados por Ehrlichia canis e em outros 10 c&es clinicamente saudéveis (grupo controle). Todos os cées
naturalmente infectados por E. canis apresentavam titulo de anticorpos > que 1:160 e trombocitopenia. Esses cées foram
divididos em dois grupos experimentais de acordo com parametros hematol 6gi cos definidos como pancitopénicos (n=10)
e ndo-pancitopénicos (n=10). Os resultados mostraram que ambos o0s grupos infectados apresentaram diminuicao
significativa na concentracdo de albumina (p<0.01), hiperglobulinemia (p<0,05) e hipergamaglobulinemia significativa
(p<0,05) quando comparados com o grupo controle. Apesar de os grupos infectados terem apresentado hiperproteinemia,
esse aumento ndo foi significativo quando comparado ao grupo controle.

PALAVRAS-CHAVE: Ehrlichia canis. Hipoa buminemia. Hipergamaglobulinemia. C&o.

JUMMARY

Total proteins, albumin, and electrophoretic fractions of the serum proteins were performed in 20 dogs naturally
infected by Ehrlichia canis and 10 healthy dogs (control group). All the E. Canis-naturally infected dogs presented
antibodies titers > 1:160 and thrombocytopenia. These dogs were divided into two experimental groups according to
hematological parameters defined as pancytopenic (n = 10) and non-pancytopenic (n = 10). The results showed that both
infected groups had significantly lower concentrations of albumin (p<0.01), hyperglobulinemia (p<0.05), and
hypergammaglobulinemia (p<0.05) when compared with control group. Although theinfected groups had hyperproteinemia,
this increase was not significant when compared to the control group.

KEY-WORDS: Ehrlichia canis. Hypoal buminemia. Hypergammaglobulinemia. Dog.

RESUMEN

Proteinastotales, albuminay fraccionamiento el ectroforético delas proteinas séricas fueron reali zados en 20 perros
infectados naturalmente por Ehrlichia canis 'y en 10 perros sanos (grupo control). Todos los animales infectados
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naturalmente por E. canis presentaron titulacion de anticuerpos mayor que 1:160 y trombocitopenia. Estos animales
fueron distribuidos en dos grupos experimentales, de acuerdo con los parametros hematol dgicos definidos como
pancitopénicos (n=10) y no pancitopénicos (n=10). Los resultados mostraron que los dos grupos infectados presentaron
disminucion significativadelaconcentracién de a bimina (p<0.01), hiperglobulinemia (p<0,05) e hipergamagl obulinemia
significativa(p<0,05), cuando comparados al grupo control. Aungue los animal esinfectados presentaron hiperproteinemia,
ese aumento no fue significativo cuando comparado al grupo control.

PALABRAS-CLAVE: Ehrlichiacanis. Hipoal buminemia. Hipergamaglobulinemia. Perro.

INTRODUCAO

A erliguiose canina é uma enfermidade infecciosa
com hospedeiros vertebrados, principalmente os cées
domésticos e selvagens, podendo ser encontrada também
em primatas(HEERDEN e GOOSEN, 1981) eaté mesmo no
homem (ENG e GILES, 1989). O agente etioldgico
conhecido como Ehrlichia canis (DONATIEN e
LESTOQUARD, 1935, COLES, 1953, PHILIP, 1953) pertence
afamiliaRickettsiaceae e € transmitido ao seu hospedeiro
pela picada do carrapato Rhipicephalus sanguineus. A E.
canisinfectacéulas mononucl eares circulantes, formando
inclusdes intracelulares (morulas), que sdo observadas
por ocasidao do exame citoscopico de esfregagos
sangiiineos e encontradas, geralmente, durante o estagio
inicia dainfeccdo (BREITSCHWERDT, 1995). A erliquiose
pode ocorrer nasformas aguda, subclinicae crénica, tendo
como principais sinais clinicos anorexia, letargia,
inatividade, perda de peso e distlrbios hemorragicos,
como petéquias hemorrégicas, epistaxe, equimoses e
hematdria(FRANK eBREITSCHWERDT, 1999).

No Brasil, aerliquiose caninafoi diagnosticadapela
primeiravez em 1973 por Costaet a., em Belo Horizonte -
Minas Gerais.

A Ehrlichia canis € um parasito que apresenta
potencial zoondtico, e vérios casos foram relatados tanto
em adultos como em criangas (MAEDA, et a., 1987,
TAYLORetal., 1988, ENG e GILES, 1989). A transmissao
do parasito ao homem ocorre através da picada do
carrapato Riphicephalus sanguineus e os sinais clinicos
dadoengamaiscomuns sdo: febre, dor de cabeca, anorexia,
mialgia, calafrios, ndusea/vomito, perda de peso,
leucopenia e trombocitopenia, como possivel resultado
de hipoplasia de medula éssea (ENG e GILES, 1989). A
partir de 1992, a erliquiose em humanos passou a ser
considerada como doenca de importancia zoonética pela
Organizagdo Panamericanade Salide (BENENSON, 1992).
No cdo, as alteragdes hematol égicas que ocorrem com
maior freqiiéncia sdo trombocitopenia e pancitopenia. A
trombocitopenia ocorre 10 a 20 dias apds a infecgao,
tendendo a persistir durante todas as fases da doenca
(DAVOUST et ., 1991). A pancitopeniaocorre nos casos
cronicos e graves devida a hipoplasia das células
progenitoras na medula éssea (HIBBLER et a., 1986).
Buhles Jr. et al. (1975) constataram, nos casos mais

acentuados da doenga, ao realizarem bidpsias de medula
Ossea, que elas se apresentavam hipocelulares, com
evidente deplecéo de todos os setores hematopoiéticos,
caracterizando o quadro de anemia apléstica.

Muitos autores tém relatado alteragtes
seroprotéicas em cédes infectados por E. canis
(BREITSCHWERDT et d., 1987, WEISER et al., 1991,
HARRUSet al., 1996, HARRUS, et d., 1998, HEEB et dl.,
2003). As proteinas séricas apresentaram-se aumentadas
acima dos valores esperados, em aproximadamente 50 a
75% em cées soropositivos para E.canis (CODNER et dl .,
1985, KUEHN e GAUNT, 1985). A hiperglobulinemia &
caracterizada por aumento nas globulinas beta e gama. A
eletroforese das proteinas séricas pode revelar uma
gamopatia policlonal ou monoclonal. A hipoalbuminemia
ocorre em associ agdo a perda protéica por nefropatiaou a
um decréscimo reciproco da abumina associado com a
hiperglobulinemia.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar
alteragdes seroproté cas pel o fracionamento das proteinas
séricas por eletroforese, em céesinfectados naturalmente,
gue apresentavam sinais clinicos consistentes de
erliquiose, confirmada pela hematol ogia e sorologia.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 c&es, entre machos e fémeas,
com ou sem raca definida, com idades entre 1 e 5 anos,
divididos em 3 grupos experimentais:

Grupo 1: ces sadios; dez (10) cées adultos, apresentando
titulos de anticorpos para E. canis negativos e perfil
hematol 6gico dentro da normalidade.

Grupo 2: cées portadores de Ehrlichia canis e
trombocitopénicos: dez cées, apresentando titulos de
anticorpos para E. canis > 1:160.

Grupo 3: cées portadores de Ehrlichia canis e
pancitopénicos: dez cées, apresentando titulos de
anticorpos para E. canis > 1:160.

Osanimais dos grupos 2 e 3 foram obtidosjunto a
rotina do servico ambulatorial do Hospital Veterinério
“Governador Laudo Natel” - Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinérias - Unesp - Campus de Jaboticabal.
Sua inclusdo no protocolo experimental fundamentou-se
na avaliaco do quadro hematoldgico, exame clinico e
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positividade de anticorpos contraa E. canis, com base na
técnicade“ Dot-blot ELISA"4, que é capaz de determinar
anticorpos da classe 1gG especifico para o agente.

A amostra de sangue total de cada animal foi
imedi atamente processadaapdsacolheita. A determinacéo
do numero total de eritrécitos e leucdcitos, taxa de
hemogl obina, hematdcrito e contagem global de plaquetas
foi obtida com o auxilio de um contador automético de
células® modelo AcT-8. Asformulasleucocitériasrelativas
foram obtidas do exame de esfregacos sangliineos
corados com uma mistura de Metanol, May-Grunwald e
Giemsa

As determinagbes da concentracdo sérica de
proteinas totais e albumina foram realizadas,
respectivamente, pelos métodos do biureto e verde de
bromocresol, com leituras espectrofotométricas'.

O fracionamento eletroforético das diferentes
fracdes protéicas do soro sangiiineo foi realizado
utilizando-se um sistema de eletroforese FEA-250% e
obedeceu ao seguinte procedimento: apdés o
preenchimento da cuba com 80 mL de tamp&o trispH 9.5
gelado (2 a 8° C), foi aplicado 0,4 mL do soro de cada
animal nofilmedeagarose. Em seguidao filmede agarose
foi colocado em suporte apropriado com a extremidade
onde foram aplicadas as amostras voltada para o polo
negativo. O suporte foi colocado de modo a apoiar-se na
cuba, quefoi tampadaeligadaaumavoltagem de 80 volts,
por 20 minutos. A seguir, o suporte foi retirado da cuba e
colocado sobre umafolha de papel defiltro paraeliminar
0 excesso de tampéo das bordas. O filme foi retirado do
suporte e mergulhado em 200 mL de corante (negro de
amido), onde permaneceu por cinco minutos. Depois, o
filme de agarose passou por uma fase de descoloracéo,
sendo imerso em 200 mL de &cido acético (5%), durante
cinco minutos. A seguir, o filmefoi colocado em estufa, a
60 °C, até que ficasse completamente seco. Em seguida,
passou por nova fase de descoloracdo com banhos
sucessivos de acido acético (5%), seguidos de nova
secagema 60°C. A leiturado filmefoi feitapor meio de
programade computador SDS-60°.

Os valores médios obtidos para proteinas séricas
totais, albumina e demais fragdes e subfracdes protéicas
e suas relacbes foram analisados dentro de um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés
tratamentos e 10 repeticbes. A confrontagdo das médias
obtidas para os diferentes tratamentos foi realizada pelo
Teste Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade.

RESULTADOS

Os valores médios obtidos para as diferentes
variaveis do quadro seroprotéico (proteinas totais,
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albumina, a.1-globulinas, a2-globulinas, B-globulinas, -
globulinas e relagdo albumina/globulina) de todas as
parcelas experimentais estéo expressos na Tabela 1.

Proteinas Totais

Em relagdo aos nivels de proteinas totais séricas,
néo foi observadadiferencasignificativaentre osanimais
dosgruposG1, G2eG3.

Albumina

Constatou-se diferencga significativa entre os
animais dos trés grupos estudados (G1, G2 e G3), sendo
os valores encontrados para os animais do grupo controle
(G1) mais altos que aqueles dos grupos G2 e G3,
respectivamente (p<0,01).

Globulina

Os grupos pancitopénico e nao-pancitopénico
apresentaram valores médios significativamente maiores
quando comparados ao grupo controle (p<0,05)

al1-Globulina

Em relagdo aos niveis de al-globulina, ndo foi
observada diferenca significativa entre os animais dos
gruposGl, G2eG3.

a2-Globulina

Em relagdo aos niveis de o2-globulina, ndo foi
observada diferenca significativa entre os animais dos
gruposGl, G2eG3.

Betaglobulinas

Em relacdo aos niveis de betaglobulina, ndo foi
observada diferenca significativa entre os animais dos
gruposGl, G2eG3.

Gamaglobulinas

Os valores médios para a concentracéo de
gamagl obulinaforam significativamente maiores no grupo
pancitopénico e ndo-pancitopénico, quando comparado
com o grupo controle (p<0,05).

Albumina/Globulina

Os valores médios para proporgdo de albumina/
globulinaforam significativamente menores em ambos os
grupos, ndo-pancitopénicos (G2) e pancitopénicos (G3),
gquando comparados ao grupo controle (p<0,01).

DISCUSSAO

O resultado deste estudo demonstra alteractes
significativas no perfil seroprotéico de cées infectados
naturalmente por E. canis. Hipoalbuminemia,
hiperglobulinemiae hipergamaglobulinemiasignificativas
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Tabela 1 - Va ores médios e respectivos desvios-padréo obtidos para proteinastotais, albumina, globulinas, alfaglobulinas
1 e 2, betaglobulinas, gamaglobulinas e relagdo abumina/globulina em caes higidos (grupo controle) e com
erliquiose, ndo-pancitopénicos e pancitopénicos, atendidos pelo servigo de rotina ambulatorial do Hospital
Veterinario “ Governador Laudo Natel” — Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias— UNESP— Campus de
Jaboticabal, Jaboticabal (SP), 2004.

Variaveis Grupo controle Nao-pancitopénicos Pancitopénicos
Proteinas Totais 6,25+0,65 a ! 7,79%£1,78 a 7,34+2,20 a
Albumina 3,28+0,19a 2,5540,64 b 1,9240,65 ¢
Globulina 2,96+0,53b 5,2442,08 a 5,4242.57 a
A/G 1,130,162 " 0,56+0,24 b 0,44+0,26 b
al globulina 0,63£0,06 a 0,55+0,09 a 0,5240,16 a
a2 globulina 0,54%+0,09 a 0,57+0,17 a 0,53+0,16 a
B globulina 1,1740,25 a 1,3540,27 a 1,4240,37 a
v globulina 0,6440,19 a "~ 2,24+1,99 b 1,58+0,36 b

* = Significativo (p<0,05)
** = Significativo (p<0,01)

M = Médias de uma mesma linha, seguidas por letras mindsculas iguais ndo diferem entre si (p>0,05) pelo Teste Tukey.

foram observadas nos caes com erliquiose.

O grupo ndo-pancitopénico apresentou valor
meédio para proteinas totais elevado, quando comparado
aos demaisgrupos, porém mesmo estadiferencando tendo
significancia estatistica, concorda com relatos de Harrus
et a. (1996), que encontraram hiperprotel nemiaestudando
42 cdesinfectados. Weiser et a. (1991) também relataram
a ocorréncia de hiperproteinemia em oito cées com
erliquiose crénica

A hipoalbuminemia observada em todos os
estagios da erliquiose pode ser conseqiiéncia de vérios
fatores: anorexia, que leva a diminui¢do da ingestdo de
proteinas, decréscimo da produc&o de proteinas devido a
doencas hepédti cas concomitantes e proteintria(HARRUS
etal., 1996). Durante afase agudadaerliquiose, Codner et
al. (1992) relataram uma albumindria transitoria em seis
cées daraga Beagle experimentalmente infectados.

A hiperglobulinemia observada nos cées
infectados pode ser atribuida a hipergamaglobulinemia
presente tanto nos caes pancitopénicos como nos ndo-
pancitopénicos. Harrus et. al (1996) observaram
concentragdes baixas da fragdo gamaglobulina em caes
pancitopénicos, quando comparados ao grupo néo-
pancitopénico, indicando um estagio avangado da
doenca, sendo consequéncia de hipoplasia da medula
0ssea. Tais achados concordam com os resultados deste
experimento, em que, mesmo ndo sendo significativa a
diferenca entre os grupos de animais infectados, houve
diminuicdo de gamaglobulinas no grupo pancitopénico.
A diminui¢do de gamaglobulinas no grupo pancitopénico
pode ser consequéncia da leucopenia pronunciada
apresentada por esses caes.

Como a ativagdo, diviséo e diferenciagdo dos
linfécitos B em células formadoras de anticorpos requer
citocinas secretadas principalmente por células T-

auxiliadoras e por células apresentadoras de antigenos
(GUY eHODES, 1989), umaleucopeniapronunciadaem
cdes com pancitopenia pode resultar em interaces
inapropriadas entre as células mencionadas acima,
deficiéncia de citocinas e células apresentadoras de
antigenos, resultando, assim, em menor concentragdo de
gamaglobulinas.

CONCLUSOES

Considerando-se os resultados obtidos no
presente experimento, conclui-se que ocorre marcante
alterac8o no perfil seroprotéico em cées infectados
naturalmente por E. canis, como hipoa buminemia,
hiperglobulinemia e hipergamaglobulinemia. Devido a
leucopenia e consequiente neutropenia, além de menores
niveis de gamaglobulinas em caes pancitopénicos, sugere-
se que tais animais sejam mais susceptivels a infecctes
secundérias, quando comparados com animais ndo-
pancitopénicos.
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