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ABSTRACT

Background: Hemoparasitoses are extremely important in the clinical routine because they affect a large number of dogs. In spite of
the abundance of studies on this topic, hormonal alterations caused by infection with these agents are still poorly known. Therefore,
the goal of this work was to assess the serum levels of thyroid hormones of dogs infected with Ehrlichia canis (E. canis) alone, and
dogs infected with E. canis and Babesia canis vogeli (B. vogeli) and/or Anaplasma platys (A. platys) before and after treatment with
doxycycline chlorohydrate. This study also aimed at checking for presence of euthyroid sick syndrome (ESS) in these animals.
Materials, Methods & Results: The concentrations of the thyroid hormones total triiodothyronine (TT3), total tetraiodothyronine (TT4),
free tetraiodothyronine (FT4), and canine thyroid-stimulating hormone (cTSH) were assessed by chemiluminescence in 12 dogs. Nested
polymerase chain reaction (nPCR) was used to confirm diagnoses. The dogs were divided into 2 groups: G1, which comprised animals
infected by E. canis alone, and G2, which included animals simultaneously infected by E. canis and B. vogeli and/or A. platys. The
serum concentrations of the thyroid hormones were measured at two time points: before (D1) and after (D2) the 28-day treatment with
generic doxycycline chlorohydrate (DC) at a dose of 10 mg/kg SID. On D2, another nPCR was carried out to check the efficacy of the
treatment. On D2, in both groups, all dogs became negative for E. canis; however, 8 animals remained infected or were reinfected by
other hemoparasites. On D1, 4 dogs in G1 exhibited low TT3 in conjunction with low TT4; one of the dogs had increased TT3 alone,
and another dog had an increased TT3 accompanied by decreased TT4. In G2, on D1, one dog exhibited high TT3 accompanied by a
decreased concentration of TT4; 2 dogs had decreased TT4; 2 dogs had increased TT3; and one dog had both TT3 and TT4 decreased.
On D2, with only one exception, the animals in G1 that became negative for all hemoparasites under study exhibited normal serum
levels of TT3 and TT4. Three dogs in G1, which were reinfected on D2, sustained decreased TT4 serum concentrations. Whereas, in
G1 on D2, only one dog remained with a reduced serum TT4 concentration.

Discussion: DC was effective at eliminating infection by E. canis in all dogs on D2. Even though this drug was unable to prevent reinfec-
tion of the animals by other hemoparasites, and in spite of divergent results on its efficacy at eliminating babesiosis and anaplasmosis,
a clinical improvement was observed in all patients. A decrease in the serum concentrations of thyroid hormones (ESS) may occur in
dogs with severe non-thyroid related diseases. Different authors have demonstrated the presence of ESS in dogs with hemoparasitoses;
however, this is the first study to provide evidence on the existence of this syndrome in dogs with hemoparasitoses in Brazil, including
dogs simultaneously infected by E. canis and B. vogeli and/or A. platys. We observed a reduction in TT3 and/or TT4 in dogs infected by
E. canis, B. vogeli, and A. platys. We believe these results may help assessment of prognosis and patient follow-up, as TT4 concentra-
tions returned to normal levels in all dogs that became negative for all hemoparasites after treatment; and only one dog in G1 sustained
increased TT3, albeit lower than observed on D1. In animals of G1 that were reinfected after treatment started, TT3 returned to normal,
even though TT4 levels remained decreased. In sum, all dogs in G1 and G2 exhibited TT3 and/or TT4 concentrations outside of the refer-
ence value ranges on D1, which indicates that alterations in the levels of thyroid hormones were due to infection by the hemoparasites.
The animals infected by E. canis alone or simultaneously infected by B. vogeli and/or A. platys exhibited ESS.
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INTRODUCAO

As hemoparasitoses sdo doengas altamente
incidentes na clinica médica, onde a Ehrlichia canis
(E. canis) e a Babesia canis vogeli (B. vogeli) sdo
respectivamente os principais agentes etioldgicos da
erliquiose e babesiose caninas no Brasil [14,22], ja
o agente causador da anaplasmose mais comumente
relatado é o Anaplasma platys (A. platys) [18].

Nas doengas ndo tireoidianas, a transformacao
de T4T em T3T nas células, pode encontrar-se dimi-
nuida, resultando numa baixa concentragdo plasmatica
de T3T [6]. A sindrome observada em cdes que se
apresentam com valores dos hormonios tireoidianos
diminuidos, apesar da glandula tireoide manter-se fun-
cional, é denominada Sindrome do Eutireoideo Doente
(SED) [10]. Em humanos, a presenca da SED esta for-
temente relacionada ao aumento da mortalidade, pois
reflete o agravamento da doenca devido ao processo de
degradacdo do estado clinico do paciente [15].

Embora existam poucas descri¢des da SED em
animais com hemoparasitoses, esta ji foi relatada em
caes com B. canis [25], Babesia canis rossi (B. rossi)
[16] e E. canis, mono ou coinfectados com Babesia gi-
bsoni (B. gibsoni) [8]. Entretanto, nao hé relatos sobre
a coinfec¢do da E. canis com A. platys e/ou B. canis
vogeli levar a sindrome. O presente estudo propds ve-
rificar a presenca das alteracdes hormonais tireoidianas
em caes monoinfectados com E. canis e coinfectados
com E. canis + B. vogeli e/ou A. platys, antes e depois
do tratamento com cloridrato de doxiciclina, além de
verificar a existéncia da SED nestes animais.

MATERIAIS E METODOS

Critérios de inclusdo

Foram incluidos no presente estudo 12 caes
maiores de 1 ano de idade, independentes de raca e
sexo, manifestando pelo menos 3 critérios compativeis
com erliquiose canina [12] e que depois de testados
para E. canis, A. platys e B. vogeli por meio da técnica
molecular nested PCR (nPCR) foram considerados
positivos. Os animais que apresentavam sinais clinicos
compativeis com hipotireoidismo, [17] foram exclui-
dos. Apds a andlise molecular, os caes foram divididos
em 2 grupos, onde, no grupo 1 (G1) foram alocados
6 cides com monoinfec¢do por E. canis € no grupo 2
(G2) 6 caes coinfectados com E. canis + A. platys e/
ou B. vogeli.

Tratamento

Todos os animais do G1 e do G2 receberam
cloridrato de doxiciclina genérica' [10 mg/kg SID
por 28 dias] como droga dnica, por ser considerado o
protocolo padrdo para o tratamento da erliquiose canina
[12] e por se tratar de um farmaco que pode atuar nas
outras hemoparasitoses deste estudo. Os caes foram
avaliados no tempo D1 (antes do tratamento) e no
tempo D2 (depois de 28 dias de tratamento).

Coleta de amostras

Foram obtidos aproximadamente 6,0 mL de
sangue a partir da puncdo da veia jugular e/ou cefalica
com prévia assepsia do local. Uma parte do sangue
foi armazenada e congelada em microtubos contendo
EDTA a 10% para a realizacdo da técnica molecular e
outra parte foi armazenada em tubos sem anticoagu-
lante, do qual se obteve o soro apds a centrifugacao,
para a realizagdo da andlise hormonal. As coletas das
amostras sanguineas foram realizadas em D1 e D2.

Diagnostico molecular

O DNA foi extraido a partir de 300 puL de
sangue de cada cdo, com o Kit de extragdo Wizard
Genomic DNA Purification Kit®?, de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A PCR foi realizada
pelas técnicas convencional e nestedPCR (nPCR).
Utilizou-se uma aliquota do primeiro produto de PCR
amplificado para a segunda rea¢do de nPCR. Os ini-
ciadores foram utilizados para detectar Babesia spp.
e membros da familia Anaplasmataceae que infectam
mondcitos, granuldcitos e plaquetas, conforme descrito
por autores anteriormente [2].

Os produtos da amplificacdo da PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1% (40
min, 100 V), corados com GelRedTM®? e visualiza-
dos sob luz ultravioleta. As amostras positivas foram
purificadas com o kit QIAquick PCR Purification®
conforme o fabricante e sequenciadas com o Applied
Biosystems modelo ABI3130® e o Applied Biosystems
BigDye® Direct Cycle Sequencing Kit (v.3.1)°, com o
uso do polimero POP-7TM como matriz de separagdo,
assim como os primers utilizados na reagdo de PCR.
As sequéncias foram alinhadas, editadas e analisadas
utilizando o programa MEGA® [19]. A identidade de
cada sequéncia foi confirmada por compara¢do com
as sequéncias disponiveis no GenBank com auxilio do
software BLAST®.
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Horménios tireoidianos

As concentragdes séricas dos hormdnios tireoi-
dianos triiodotironina (T3T), tetraidotironina (T4T),
tetraidotironina livre (T4L) e hormonio estimulante da
tireoide canina (TSHc) foram determinadas antes (D1)
e 28 dias apds o inicio do tratamento com doxiciclina
(D2). As concentragoes de T3T, T4T e T4L, foram
mensuradas por quimioluminescéncia em ensaio com-
petitivo Immulite® 2000 Human’, j4 as concentragdes
séricas de TSHc foram mensuradas pela técnica de
quimioluminescéncia Immulite® 2000 Canine TSH¢’.
As amostras de soro foram inicialmente armazenadas
a -20°C em microtubos, e transportadas em gelo seco,
para o local de andlise, onde foram armazenadas a
-80°C até posterior mensuracdo. Valores de T3T,
T4T, T4L e TSHc, foram comparados com intervalos
de referéncia do laboratério (T3T: 0.45-1.10 ng/mL,;
T4T: 1.2-4.0 wdL; T4L: 0.50-1.60 ng/dL; TSHc: 0.04-
0.40 ng/mL). Todos os ensaios foram validados para
utilizacdo em caes. Os padrdes, amostras e controles
foram realizados em duplicata.

Andlise estatistica

Todos os dados obtidos foram analisados de
forma descritiva com frequéncias percentuais.

RESULTADOS

Observou-se no presente estudo que todos os
12 cées estavam infectados com Ehrlichia canis antes
do inicio do tratamento com doxiciclina (Tabela 1).
Desses, 6 animais pertencentes ao G1 apresentavam
monoinfec¢@o e os outros 6 animais, que constituiam
o G2, apresentaram-se coinfectados [3 por E. canis +
B. vogeli; 2 por E. canis + A. platys e 1 por E. canis +
A. platys + B. vogeli].

Apés o tratamento (D2), todos os 12 caes
tornaram-se negativos, pela nested PCR, para E. ca-
nis. Entretanto, do grupo G2 - 3 permaneceram com
suas coinfec¢des e do grupo G1 - 5 se infectaram por
hemoparasitas anteriormente nao detectados no D1

Dos animais do grupo G1, no tempo D2 - 3 ndo
se encontravam positivos para qualquer agente, entre-
tanto, 3 se reinfectaram com outros hemoparasitas (2
positivos para A. platys e 1 para A. platys + B. vogeli).
No G2, no tempo D2, somente um 1 c@o negativou
para todos os patégenos.

Quanto aos hormonios tireoidianos no D1, 4
cdes do G1 apresentaram valores reduzidos para o hor-
monio T3T associado a diminui¢do do T4T, 1 cdo com

aumento somente do T3T e 1 cdo com aumento de TT3
associado a diminuicdo do TT4.

No tempo D2: os 3 caes do G1 que negativaram
para todos os hemoparasitas, retornaram com os valo-
res hormonais de T4T para normalidade e os outros 3
cdes, que se reinfectaram com outros hemoparasitas,
apresentaram valores desse hormonio reduzidos. Em
relacdo aos valores de T3T, apenas 1 cio manteve a
elevagdo nos niveis, embora menor que em D1.

No G2: 1 cdo apresentou valores do hormonio
T3T elevado associado a T4T reduzido no D1; 2 caes
demonstraram somente valores de T4T diminuido;
2 revelaram valores somente de T3T aumentados; e
1 com T3T e T4T diminuidos. O grupo G2 no D2,
somente 1 cdo manteve os valores de T4T reduzidos.

DISCUSSAO

O medicamento cloridrato de doxiciclina, na
dose utilizada foi efetivo para negativar a infec¢ao
por Ehrlichia canis ap6s os 28 dias de tratamento e os
resultados encontrados foram considerados semelhan-
tes aos descritos anteriormente [S]. A doxiciclina é a
droga de escolha na rotina da clinica médica e atuou
conforme esperado, por outro lado, como evidenciado
neste estudo, o medicamento ndo atuou com eficicia
integral no tratamento da anaplasmose canina. A droga
além de ndo promover a erradicacao do patégeno nos
pacientes, ndo impediu que esses fossem infectados no
decorrer do estudo. Os resultados sugerem que o refe-
rido tratamento pode ndo ser eficaz para o tratamento
de A. platys ou aventar a possibilidade da existéncia
de cepas resistentes ao farmaco. Em estudo realizado
na Europa, foi observada falha na melhora clinica e
laboratorial de cdes com anaplasmose apesar da insti-
tuicdo do tratamento adequado [1].

Somente 1 cdo do G2 negativou para os di-
ferentes hemoparasitas testados neste estudo apés o
tratamento. Isso pode ter ocorrido pela acdo do anti-
bidtico ou, ainda, pela influéncia desse na migracao
dos parasitos da circulag@o periférica para os 6rgaos
linfoides do hospedeiro, os quais ndo foram avaliados
no presente estudo. A capacidade dos animais desen-
volverem autocura, comprovada através da recuperagao
de cées infectados com E. canis sem tratamento mé-
dico, ja foi reportada, podendo também ter sido uma
possibilidade neste estudo [8]. Essa afirmac¢ao também
poderia ser considerada para casos de caes infectados
com A. platys e B. vogeli, entretanto, sdo necessarios
mais estudos para a confirmagdo desta correlacio.
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Tabela 1. Resultados dos hormonios tireoidianos e dos hemoparasitas presentes nos caes dos grupos monoinfectados e coinfectados antes e apds o

tratamento com cloridrato de doxiciclina.

Monoinfectados (Grupo 1)

Antes do tratamento - D1

Ap0s o tratamento - D2

Cio Hemonarasita® TSH T3T T4L T4T Hemonarasita TSH T3T T4L T4T
P (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (wdL) P (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 E. canis 0.35 2.94 0.53 0.79 Negativo 0.25 242 0.69 172
2 E. canis 0.4 0.34 0.59 0.66 Negativo 0.08 0.59 0.99 1.82
3 E. canis 0.09 1.44 1.03 231 Negativo 0.05 0.74 0.86 1.44
4 E. canis 0.2 0.35 0,69 1.04 B. vogeli; 0.09 0.57 0.65 0.99
A. platys
5 E. canis 0.4 0.4 0.5 0.5 A. platys 0.25 0.53 0.61 0.71
6 E. canis 0.09 0.15 0.65 0.63 A. platys 0.05 0.55 0.62 1.00
Coinfectados (Grupo 2)
Antes do tratamento - D1 Ap6s o tratamento - D2
Cio Hemoparasita* TSH T T4l T4T Hemoparasita TSH T TaL TaT
P (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (wdL) P (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
E. canis;
7 B. vogeli; 0.22 1.22 0.63 1.09 Negativo 0.22 0.93 0.87 1.20
A. platys
8 E. canis, 0.09 0.68 0.87 0.81 B. vogeli; 0.05 0.74 1.01 221
B. vogeli A. platys
9 E. canis, 0.22 2.28 0.74 1.54 B. vogeli 0.04 0.62 1.03 2.92
B. vogeli
10 E. canis; 0.40 0.27 0.61 032 B. vogeli 0.08 0.67 112 0.98
B. vogeli
1 E. canis; 0.06 1.21 L11 2.98 B. vogeli; 0.08 0.54 1.03 1.96
A. platys A. platys
12 E. canis; 0.22 0.52 0.68 0.81 A. platys 0.05 0.63 0.82 1.38
A. platys
Valores de referéncia®*  0.04-040  045-1.10  0.50-1.60  1.2-4.0 0.04-040 045-1.10  0.50-1.60  1.2-4.0

*Ehrlichia canis, Babesia vogeli e Anaplasma platys, **Fonte: Laboratério de Andlises Clinicas Hermes Pardini - Divisdo Veterindria, Belo Horizonte,

MG, Brazil.

Os resultados demonstram que a doxiciclina
ndo foi efetiva na eliminacdo da babesiose canina e
corroboram pesquisa anterior [21], que demonstrou que
o efeito bacteriostatico ndo foi efetivo no controle deste
hemoparasita. Entretanto, nossos achados divergem
de outra pesquisa [13], que concluiu que o fairmaco
foi efetivo em negativar cies com babesiose mono ou
coinfectados com E. canis.

Todos os cdes permaneceram vivos durante
o periodo de acompanhamento e foi observada uma
evidente melhora clinica independente da manutengdo
da infecc¢@o por outros hemoparasitas ou dos episédios
de reinfeccdo durante o tratamento.

A melhora do quadro clinico pode ser atribuida
a atividade imunoestimulante da doxiciclina, compro-
vada pelo aumento de linfécitos B CD21+ em cdes com
ou sem erliquiose tratados com esse quimioterapico
[20,23]. Outra hipétese seria atribuir esta melhora

a negativacdo da presenca da E. canis nos animais
tratados, pois este patégeno € considerado como um
hemoparasita que pode culminar em alteracdes fisio-
l6gicas graves e levar ao 6bito [3].

No decorrer do estudo pode-se observar uma
alta taxa de reinfecdo, que pode ter ocorrido, devido a
ndo utilizacdo de farmacos carrapaticidas nestes caes,
mantendo-se presente os vetores destes agentes, ou
devido a falha na deteccdo pelos testes utilizados no
D1, ou ainda ou pelo periodo de incubagado no qual os
hemoparasitas se encontravam.

Um dos caes do G1 manteve-se com valores
elevados de T3T, no D2, entretanto com valores me-
nores que os observados no D1 acredita-se que os
valores hormonais retornariam aos de referéncia caso
0 acompanhamento ocorresse por um maior periodo.

A reducio dos valores de T3T e/ou T4T asso-
ciada a auséncia de sinais clinicos compativeis com
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hipotireoidismo [17], assim como a ndo utilizacdo de
farmacos que sabidamente diminuem os valores dos
hormdnios tireoidianos [10] retratam a presenca da
SED nos animais com hemoparasitose.

Apesar da SED ja ter sido relatada em caes infec-
tados por B. rossi [16], B. canis [25] e E. canis, em asso-
ciacdo ou ndo com B. gibsoni [7], este estudo demonstra
pela primeira vez a presenga de SED em caes com E. canis
coinfectados com A. platys e/ou B. vogeli. Foi possivel
ainda demonstrar a presenca de alteracdes hormonais nos
pacientes caninos infectados com hemoparasitas.

Sabe-se que a gravidade das hemoparasitoses
é considerada como um fator importante na redugdo
das concentragdes de hormdnios da tireoide e que a
SED pode ocorrer em cdes com doenga grave ndo
tireoidiana, além disso, a extensdo da redugdo das
concentracdes séricas de T3T pode estar correlacionada
com a mortalidade [4]. O nio retorno a normalidade
dos valores hormonais de 5 animais de ambos o0s
grupos (n=12) pode estar relacionado ao alto grau de
reinfec¢do dos mesmos durante o estudo.

A demonstrac@o da SED € de fato, como outros
autores ja aventaram [11], mais comum em cdes do
que se reconhecia anteriormente. A diminui¢do dos
hormdnios da tireoide em caes hemoparasitados pode
representar uma adaptacio por parte do animal com
a finalidade de reduzir o metabolismo celular durante
o periodo da doenga [7]. Em humanos, a SED pode
levar a diminuicao dos niveis hormonais da tireoide em
pacientes doentes, na auséncia de disfun¢do primdria
hipotdlamo-hipéfise-tireoide, com valores reduzidos de
T3T e normais de TSH [24], de forma similar ao que
ocorreu com 0s caes hemoparasitados.

Desta forma os resultados encontrados neste
estudo nos permitem afirmar que grande parte dos
animais avaliados tinham valores dos hormonios tireoi-
dianos diminuidos, o que caracteriza a apresentacio da
SED em caes hemoparasitados.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos através das andlises dos
hormonios tireoidianos de cades hemoparasitados nos
permitem concluir que os mesmos, podem apresentar
valores fora do padrao de referéncia durante a infecgao.

Animais infectados por Ehrlichia canis isola-
damente ou em associacdo com Babesia vogeli e/ou
Anaplasma platys podem apresentar a sindrome do
eutireoideo doente. Novos estudos devem ser estimula-
dos, para que se avalie a correlacio entre a diminui¢ao
dos hormonios tireoidianos e o progndstico da doenca
em cdes com hemoparasitas.
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