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RESUMO

A Ehrlichiose Monocitica Canina (EMC) é uma doenca multissistémica e de alta incidéncia.
Contudo, a patogenia da enfermidade ainda ndo esta totalmente esclarecida. Infiltracdes
plasmocitarias e linfoplasmocitarias sdo observadas em grande parte dos 6rgaos de animais
acometidos, inclusive na medula 6ssea. Esses infiltrados sugerem que a maioria das lesdes
patologicas identificadas na fase crénica pode ser consequéncia do processo inflamatorio
originado no inicio da infeccdo. Este trabalho tem por objetivo destacar a importancia da
avaliacdo medular de cdes com EMC. A maior compreensédo das alteracbes medulares na fase
aguda poderia esclarecer a origem das alteracdes observadas na fase crénica. Mais estudos s@o
necessarios para verificar se a patogenia da EMC esta relacionada apenas a processos
imunomediados ou se também ha agressdes diretas de Ehrlichia canis as células precursoras.
Elucidar os mecanismos fisiopatogénicos de E. canis poderia melhorar a terapéutica instituida
como também o prognostico de animais gravemente acometidos.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, mielograma, hematopoiese, células precursoras, processo
imunomediado.

BONE MARROW CHANGES AND THE IMPORTANCE OF THE MYELOGRAM IN
DIAGNOSING CANINE MONOCYTICS EHRLICHIOSIS - A REVIEW

ABSTRACT

Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME) is a multisystemic disease with high incidence among
dogs. However, its pathogenesis has not been fully elucidated. Plasma cells and
lymphoplasmacytic infiltrates are observed in most organs of infected animals, including bone
marrow. These infiltrates suggest that most of the pathological lesions identified in the
chronic phase may be a consequence of the inflammatory process initiated at the beginning of
the infection. This work aims to highlight the importance of the bone marrow evaluation of
dogs with CME. A better understanding of the medullary changes in the acute phase could
help clarifying the origin of clinical signs observed in the chronic phase. More studies are
needed to verify whether the pathogenesis of CME is related to either the immune-mediated
processes or the direct aggressions of Ehrlichia canis in precursor cells. Understanding the
pathophysiological mechanisms of E. canis will improvement both current therapeutic
strategies as well as the prognosis of severely affected animals.
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ALTERACIONES EN LA MEDULA OSEA Y LA IMPORTANCIA DEL
MILOGRAMA EN EL DIAGNOSTICO DE EHRLICHIOSIS MONOCITICA
CANINA - REVISION

RESUMEN

La Ehrlichiosis Monocitica Canina (EMC) es una enfermedad multisistémica de alta
incidencia. Sin embargo, su patogénesis de la enfermedad aun no ha sido elucidada. L&s
infiltraciones plasmocitarias y linfoplasmocitarias se observan en la mayoria de los érganos
de animales afectados, incluyendo la médula Osea. Estas infiltraciones sugieren que la
mayoria de las lesiones patolégicas identificadas en la fase crénica son uma posible
consecuencia del proceso inflamatorio iniciado a comienzos de la infeccion. Este estudio
propone destacar la importancia de evaluar la médula en perros afectados por EMC. Una
mejor comprension de las cambios medulares en la fase aguda podria aclarar el origen de los
signos clinicos observados en la fase cronica. Esta revision concluye la necesidad de um
mayor numero de estudios para verificar si la patogénesis de EMC se relaciona Unicamente
con procesos autoinmunes o con ataques directos de Ehrlichia canis a las celulas precursoras.
Uma mejor comprension de los mecanismos fisiopatologicos de E. canis podria permitir un
mejoramiento tanto del enfoque terapéutico como del prondstico de los animales gravemente
afectados.

Palabras-clave: Ehrlichia canis, mielograma, hematopoiese, células precursoras, proceso
autoinmune.

INTRODUCAO

A Ebhrlichiose Monocitica Canina (EMC) € causada por bactérias gram-negativas,
pleomdrficas pertencentes ao género Ehrlichia, das quais a Ehrlichia canis (E. canis) é a
espécie que se destaca no Brasil (1). Estudos epidemioldgicos em diversas regides do pais
demonstraram que cerca de 20% dos cdes apresentam a doenca (2). Embora a infeccdo em
areas rurais esteja presente, cdes que residem em ambiente urbanizado sdo os mais acometidos
ja que populacdes do carrapato vetor, Rhipicephalus sanguineus, sdo mais abundantes nessas
regides (3).

A doenca nos cées pode ser aguda, subclinica ou crénica. Contudo, a fase cronica revela
alta mortalidade mesmo com antibioticoterapia instituida. As razdes para o desenvolvimento
desta fase ndo é elucidado, contudo, nota-se forte influéncia do sistema imunoldgico.
Hipergamaglobulinemia, acimulo de células linfides e plasmocitose generalizada sao
alteracdes comumente observadas nos cdes infectados. Estes achados comuns em caes
portadores de EMC indica resposta humoral exacerbada associada a patogénese da
enfermidade (4).

AlteracBes em sangue periférico podem ser observadas em qualquer fase da afeccédo e
ndo sdo suficientes para determinar a fase da doenca. A avaliagdo medular pode auxiliar ndo
apenas na determinacdo correta da fase da infeccdo como identificar melhor as desordens
hematoldgicas e, em alguns casos, adiantar-se a essas alteragées (5).
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REVISAO DE LITERATURA
Etiopatogenia e manifestacdes clinicas e hematoldgicas

Por ser um parasita intracelular obrigatorio, o agente etiolgico invade células do
sistema fagocitico mononuclear e, ap6s multiplicar-se em macréfagos por fissdo binéria, se
dissemina pelo organismo do hospedeiro. O vetor necessita de pouco tempo para transmitir a
infeccdo. Estudos recentes comprovaram que apenas 3 horas de fixacdo sdo suficientes para
0s animais parasitados se tornarem infectados (6).

Os principais sinais clinicos da EMC sdo inespecificos, tais como apatia, anorexia,
linfadenomegalia, evidente hepatoesplenomegalia, perda de peso, descargas nasais e oculares
e febre. Alteracdes no sangue periférico podem ser observadas entre 5 e 18 dias p6s-infeccao
(PI). Em média, 10 dias PI ja sdo suficientes para o estabelecimento da trombocitopenia, que é
a principal caracteristica da EMC (4). Um dos fatores que contribui para essa diminuicdo
plaquetéaria é a destruicdo mediada por células do sistema imune do hospedeiro. Em infeccdes
agudas naturais e experimentais 0s anticorpos ligados a plaquetas e anticorpos
antiplaquetarios tém demonstrado papel importante na patogenia da doenca (7). A anemia
também é frequentemente observada na EMC e esta relacionada a supressdo da atividade
eritropoiética. Citocinas inflamatorias (IL-1, INF-y e TNF-a) sdo liberadas pelas células
infectadas causando anemia da inflamacéo (8).

A intensidade das alteracdes varia de acordo com a fase da infec¢do (7). Contudo, cées
que evoluem para forma cronica também podem apresentar, além dos sinais supracitados,
diateses hemorragicas. No hemograma desses animais, se observa grave pancitopenia
(marcada trombocitopenia, anemia arregenerativa e leucopenia intensa). A alta mortalidade
nesta fase € resultante da sindrome hemorragica e/ou infec¢des secundarias (4). O diagndstico
precoce com a identificacdo correta da fase da infecgéo e rapida instituicdo do tratamento séo
fundamentais para evitar alta letalidade nos caes.

A diminuicdo da contagem plaquetaria ocorre em todas as fases da doenca, utilizado
como indicador clinico de suspeita de EMC. O diagndstico definitivo é firmado pela
visualizacdo de agrupamentos intracitoplasmaticos (morulas) nos mondcitos circulantes em
esfregacos sanguineos, presenca de altos titulos de anticorpos para E. canis, deteccdo do DNA
da bactéria pela PCR ou, ainda, pelo isolamento do agente em cultivos celulares (7).

Apesar de normalmente ndo serem exames solicitados nos casos de EMC, aspirados ou
bidpsias medulares podem auxiliar no acompanhamento e principalmente no progndstico de
caes acometidos pela EMC. O mielograma consiste na identificacdo de moérulas de E. canis,
exclusdo de outras causas de pancitopenia ou desordens hematoldgicas e avalia precursores
hematopoiéticos. Além disso, a puncdo medular é necessaria na determinacdo da fase da
doenca e com isso pode-se eleger o melhor tratamento para os animais doentes. Evidéncias
sugerem gque mecanismos no inicio da infeccdo podem ser responsaveis por muitas leses
patologicas observadas na fase crénica. Estudos para identificar alteracbes medulares da
EMC, principalmente na fase aguda, podem esclarecer alteracdes irreversiveis da fase crénica
e elucidar a patogenia da EMC.

Alteracdes medulares na EMC aguda

A avaliagcdo de medula Ossea é indicada nos casos de bicitopenias ou pancitopenias
persistentes, anemias arregenerativas, desordens mieloproliferativas, febre de origem
desconhecida ou a combinagdo de dois ou mais dos fatores citados (5). Considerado como
importante método de diagndstico nas doencas infecciosas, 0 mielograma auxilia também no
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prognostico da EMC uma vez que além de diferenciar outras causas de pancitopenia
possibilita, também, diagnosticar desordens hematoldgicas primérias, verificar possiveis areas
de hematopoiese ativas e avaliar os precursores eritroides, mieldides e megacariociticos.

As alteracbes medulares de cdes com EMC nas diferentes fases sdo bem distintas.
Acredita-se que essas alteracdes podem ser causadas pela supressdo hematopoiética
secundaria a infeccdo por Ehrlichia sp. A intensidade da supressao e/ou destruicdo da medula
Ossea esta associada a producdo deficiente de um ou mais elementos sanguineos, dependendo
da fase da doenca. O comprometimento medular indica agressdo ndo s6 ao estroma vascular,
mas também as células precursoras. Como morulas de E. canis podem ser encontradas em
sangue periférico e em aspirados medulares a partir de 15 dias PI (9), uma hipotese seria de
que as células-tronco sejam infectadas por E. canis resultando na falha do metabolismo dessas
células e, consequentemente, na proliferacéo celular (4,9,10).

Estudos citolégicos de medula Ossea em cdes experimentalmente infectados
apresentando EMC na fase aguda revelaram aumento inicial na propor¢do mieldide:eritroide
(M:E) e na concentragdo meédia de megacariocitos a partir de 1 dia até 2 meses Pl. O aumento
da relacdo M:E provavelmente estd associado a hipoplasia eritroide, devido as citocinas
inflamatorias (IL-1, IL-6, INF-y ¢ TNF-a) que alteram a cinética do ferro e a disponibilidade
desse ion para sintese de hemoglobina (11). Nota-se ainda que na fase aguda da enfermidade,
a destruicdo celular € principalmente de origem periférica. Para corrigir as citopenias
periféricas a medula Ossea aumenta sua atividade de replicagdo celular e, portanto, a
hiperplasia medular é facilmente compreendida (4). Até 0 momento, ndo estd comprovado
que anticorpos antiplaguetarios tambem exercam acdo sobre 0s megacariécitos, uma vez que
0 curto periodo de vida das plaquetas na circulacao sinaliza a disfungdo medular. Contudo, o
aumento do volume plaquetario médio (VPM) resulta da presenca de macroplaquetas no
sangue periféerico e é interpretado como resposta megacariocitica adequada (9).

Novos estudos tém investigado a acdo das citocinas na patogénese da supressdo
medular. Pertencentes a uma familia especializada de citocinas, as quimiocinas sdo proteinas
pequenas que atuam como potentes mediadores da inflamacdo e quimiotaxia de
subpopulacBes especificas de leucocitos. As quimiocinas sao essenciais para promover a
resposta do hospedeiro diante da infeccdo e estdo subdivididas em subfamilias: CXC (atuam
sobre neutrofilos), CC (agem sobre eosinofilos, células natural killer, linfocitos e mondcitos),
C e CX3C, das quais as duas Ultimas classes sdo menos descritas (9). A secrecdo dessas
quimiocinas esta relacionada a presenca de inclusdes intracitoplasmaticas de Ehrlichia.
Estudos in vitro com células medulares infectadas com Anaplasma phagocytophilum (agente
infeccioso intimamente relacionado com E. canis) mostraram aumentos significativos na
producdo de quimiocinas da subfamilia CC: Proteina Inflamatdria de Macréfagos (MIP-1a ou
CCL3 e MIP-1B ou CCL4), Proteina Quimiotatica Monocitica (MCP-1 ou CCL2) e RANTES
(CCL5) e da subfamilia CXC: IL-8 (CXCLB8) (12). Enquanto baixas concentracdes de MIP-1a
e IL-8 agem sinergicamente regulando a hematopoiese, altas concentracbes de MIP-1a, IL-8 e
MCP-1 suprimem a proliferacdo de células precursoras. Incapaz de compensar as anemias
arregenerativas discretas na doenca aguda, a medula éssea demonstra mau funcionamento da
eritropoiese em caes portadores de EMC (9,12).

Alteracdes medulares na EMC cronica

Alguns cées convalescentes da doenca cronica podem apresentar normocelularidade no
mielograma sugerindo supressdo medular moderada. Entretanto, a fase cronica caracteriza-se
por hipocelularidade medular acentuada dos trés tipos celulares (eritroide, mieldide e
megacariocitica), ndo raro evoluindo para faléncia medular (Figura 1). Animais acometidos
pela doenga cronica grave e que evoluem para 6bito mesmo depois de instituido o tratamento

Caxito MS, Rodrigues FP, Taques IIGG, Aguiar DM. et al. Alteracfes da medula dssea e a importancia do
mielograma no diagnéstico da ehrlichiose monocitica canina — Revisdo. Vet. e Zootec. 2018 mar.; 25(1): 061-
066.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletrénico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 65

comumente apresentam aplasia medular persistente observada apds a hipergamaglobulinemia.
A terapia imunossupressora instituida quando a concentracdo de anticorpos atinge altos titulos
associada ao tratamento especifico da EMC tem demonstrado resultados satisfatorios
sugerindo base imunomediada da doenca (9).
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Figura 1- A: Aplasia medular de origem infecciosa (PCR positiva para E. canis) de um
canino, SRD, fémea de 3 anos. B: Medula hematopoieticamente ativa de um

canino Poodle, fémea de 5 anos. Fonte: Laboratério Clinico Veterinario da

FMVZ — UNESP Botucatu-SP. Coloragédo pandtico (aumento de 100x)

L

A patogenia da hipoplasia medular na erliquiose crénica ainda é desconhecida, mas
presume-se que a resposta imunologica do organismo suprima a hematopoiese (13). A
hipoplasia/aplasia de medula em infec¢des por E. canis em cées pode ainda estar relacionada
aos casos de mielonecrose, tanto por danos diretos as células hematopoiéticas quanto por
danos na microcirculacdo das artérias nutricias (5). Além disso, o processo inflamatorio,
danos vasculares e necrose, ou secundarios a anemia imunomediada, sdo fatores que podem
levar a quadros de mielofitise como consequéncia da proliferacdo de fibroblastos. O tecido
fibroso que invade a medula 6ssea compete com as células hematopoiéticas pelo espago e
nutrientes afetando todos os tipos celulares. Citocinas inflamatorias produzidas em doencas
imunomediadas primarias ou secundarias a enfermidades infecciosas podem desencadear
sindrome hemofagocitica caracterizada por esquizocitos e mondcitos ativados no sangue
periférico e pelo aumento de macréfagos fagocitando células precursoras sanguineas na
medula 6ssea e em outros 6rgdos linféides como figado, linfonodos e/ou baco (5).

Considerac0es finais

As alteracdes citomorfologicas da medula éssea de cdes com EMC séo pouco estudadas.
Contudo, o mielograma revela sua importancia como exame complementar principalmente no
prognostico da EMC wuma vez que, além de diferenciar outras causas de
bicitopenias/pancitopenias, € possivel a partir deste exame se obter informacdes sobre
desordens hematoldgicas, verificar possiveis areas de hematopoiese ativas e avaliar 0s
precursores eritrdides, mieldides, linféides e megacariociticos.
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