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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de PoOs-graduacdo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria

RESPOSTA IMUNE EM CAES EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR Rangelia
vitalii
AUTORA: Francine Chimelo Paim
ORIENTADORA: Prof2. Dr2, Sonia Terezinha dos Anjos Lopes
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 29 de outubro de 2013.

Rangelia vitalii € 0 agente etiol6gico da rangeliose, uma doenca de curso hemorragico que foi
descrita em cédes no Sul e Sudeste do Brasil, Uruguai e Argentina. Os aspectos imunoldgicos envolvidos
nessa doenga ndo foram totalmente elucidados. Nesse estudo objetivou-se investigar os parametros
imunoldgicos na rangeliose, através da determinacao sérica de citocinas, 6xido nitrico, perfil eletroforético,
proteinas de fase aguda e imunoglobulinas de cades experimentalmente infectados por Rangelia vitalii.
Foram utilizados 12 cées divididos em dois grupos: Grupo A (controle) composto por animais nao
infectados (n=5) e Grupo B composto por animais inoculados com R. vitalii (n=7). Ap6s inoculagdo, os
animais foram monitorados por esfregaco sanguineo. Foi coletado sangue da veia jugular nos dias 0, 10 e
20 pos-inoculacdo (Pl) para a dosagem sérica das citocinas interferon gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), dosagem de produtos de oxidacdo do
oxido nitrico (NO,), perfil eletroforético, dosagem de proteinas de fase aguda (proteina C-reativa e alfa 1
glicoproteina acida) e imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA e IgE). No grupo infectado o parasita foi encontrado
no interior de eritrécitos, neutréfilos e monécitos no dia 5 Pl. Esse estudo demonstrou aumento (P<0,01)
dos niveis de citocinas séricas no grupo infectado em relagdo ao grupo controle. Os niveis séricos de NOy
aumentaram nos dias 10 (P<0,01) e 20 PI (P<0,05) nos animais infectados. A proteina total reduziu nos
dias 10 (P<0,01) e 20 PI (P<0,05). Ocorreu reducéo (P<0,01) de albumina no grupo infectado em relacéo
ao grupo controle. As fracbes alfa-1 globulina e gama globulina aumentaram (P<0,01) nos animais
infectados no dia 20 PI. Alfa-2 globulina (dias 10 e 20 PI) e beta-2 globulina (dia 10 PI) decresceram
(P<0,05) nos animais infectados em comparacdo ao grupo controle. A fragdo beta-1 globulina n&o diferiu
estatisticamente. As concentragfes séricas de proteina C- reativa e alfa-1 glicoproteina acida aumentaram
(P<0,05) nos dias 10 e 20 PI nos animais infectados. Ocorreu aumento de IgG nos dias 10 PI (P<0,05) e
20 PI (P<0,01) no soro dos animais infectados. Foi observado aumento (P<0,01) de IgM, IgA e IgE nos
animais infectados em relacdo ao grupo controle. A partir dos resultados pode-se concluir que a rangeliose
causa alteracdo na concentracdo de citocinas séricas, nos metabdlitos do 6xido nitrico, nas proteinas
séricas e estimula a sintese de proteinas de fase aguda e imunoglobulinas. Estas alteragdes podem ser
associadas a resposta imune do hospedeiro contra o piroplasma.

Palavras — chave: Rangeliose. Cées. Citocinas. Oxido nitrico. Eletroforese. Proteinas

de Fase Aguda. Imunoglobulinas.
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Rangelia vitalii is the etiologic agent of rangeliosis, a hemorrhagic disease that was described
in dogs from South and Southeast Brazil, Uruguay and Argentina. The immunological aspects
involved in this disease have not been fully elucidated. This study aimed to investigate the
immunological parameters in rangeliosis by the determination of serum cytokines, nitric oxide,
electrophoretic profile, acute phase proteins and immunoglobulins of dogs experimentally infected with
R. vitali. Twelve dogs were divided into two groups: Group A (control) composed by uninfected
animals (n=5) and Group B consisting of animals inoculated with R. vitalii (n=7). After inoculation,
animals were monitored by blood smear. Blood samples were collected through the jugular vein on
days 0, 10 and 20 post-inoculation (PI) to determine the serum levels of interferon-gamma (IFN-y),
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6), oxidation products of nitric
oxide (NO,), electrophoretic profile, acute phase proteins (C-reactive protein and alpha 1 acid
glycoprotein) and immunoglobulins (IgG, IgM, IgA and IgE). The parasite was found within
erythrocytes, neutrophils and monocytes on day 5 Pl in infected group. This study showed an increase
(P<0.01) of cytokines levels in the infected group when compared to control group. Serum levels of
NO, increased on days 10 (P<0.01) and 20 PI (P<0.05) in infected animals. Total protein decrease on
days 10 (P<0.01) and 20 (P<0.05) PI. There was a reduction (P<0.01) in albumin in infected group
when compared with control group. Alpha-1 globulin and gamma globulin fractions increased (P<0.01)
on day 20 Pl in infected animals. Alpha-2 globulin (days 10 and 20 PI) and beta-2 globulin (day 10 PI)
were decreased (P<0.05) in infected animals when compared to control group. Beta-1 globulin fraction
did not differ statistically. Serum C-reactive and alpha 1 acid glycoprotein concentrations increased
(P<0.05) on days 10 and 20 PI in infected animals. 1gG was increased on days 10 (P<0.05) and 20 PI
(P<0.01) in infected animals. It was observed an increase (P<0.01) in the levels of IgM, IgA, and IgE in
infected animals compared to control group. From these results, we can conclude that rangeliosis
causes alterations in serum cytokines, nitric oxide metabolites, serum proteins and stimulates the
synthesis of acute phase proteins and immunoglobulins. These alterations may be associated with the
host immune protection against the piroplasms, similar to what occurs in other hemoparasite
infections.

Keywords: Rangeliosis. Dogs. Cytokines. Nitric oxide. Electrophoresis. Acute Phase

Proteins. Immunoglobulins.
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1 INTRODUCAO

Rangelia vitali € um piroplasma que infecta cdes causando uma doenca
hemolitica extravascular de origem imunomediada e curso hemorragico (LORETTI;
BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010; LEMOS et al., 2012). Este protozoario pertence
ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasida e ordem Piroplasmorida, sendo o agente
causador da rangeliose, doenca conhecida popularmente como “peste do sangue”,
‘nambiuvd” ou “febre amarela dos cdes” (LORETTI; BARROS, 2004; LORETTI;
BARROS, 2005).

Um dos primeiros relatos dessa doenca ocorreu ainda no inicio do século XX, em
1908, no qual foram descritos os sinais clinicos de prostracao, temperatura elevada,
ictericia e hemorragias da pele e narinas nos animais infectados (CARINI, 1908). Em
1910, foi realizada a taxonomia do parasita, nomeando o0 agente causador como
Piroplasma vitalii (PESTANA, 1910). Quatro anos mais tarde, ocorreu nova publicagéo
sobre a doenca, propondo que o piroplasma causador da doenca passasse a ser
chamado de Rangelia vitalii, esse home € uma homenagem ao Mestre Vital Brazil e ao
seu descobridor Bruno Rangel Pestana (CARINI; MACIEL, 1914).

Durante anos, a rangeliose foi esquecida pela comunidade académica e deixou
de ser citada em livros e em artigos cientificos (FIGHERA, 2007), além de ter sido
confundida com outras doengcas que apresentam sinais clinicos similares
(KRAUSPENHAR et al., 2003). Toda essa confuséo € fruto do desconhecimento sobre
essa doenca que teve suas pesquisas interrompidas ap6s o ano de 1950
(KRAUSPENHAR et al., 2003). A rangeliose foi descrita até 0 momento apenas no Sul e
Sudeste do Brasil (CARINI, 1908; PESTANA, 1910; KRAUSPENHAR et al., 2003;
LORETTI; BARROS, 2004; FIGHERA et al., 2010; FRANCA et al., 2010; LEMOS et al.,
2012), Uruguai (SARASUA; DONATI, 1976) e Argentina (EIRAS et al., 2012).
Possivelmente, a area de distribuicdo desse protozoario seja mais ampla do que a
atualmente conhecida (SOARES et al.,, 2011). Atualmente, esse parasita tem atraido
grande atencado pela comunidade cientifica, sendo publicados casos de infec¢do natural
(FIGHERA et al., 2010) e também de estudos experimentais (DA SILVA et al., 2011).

Os carrapatos Amblyomma aureolatum e Rhipicephalus sanguineus s&o o0s

ixodideos que tém sido encontrados em caninos acometidos por R. vitalii (LORETTI;
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BARROS, 2004). Em um estudo realizado com os carrapatos A. aureolatum e R.
sanguineus foi demonstrado que somente o A. aureolatum foi capaz de infectar caes
com o protozoario R. vitalii, 0 mesmo nao ocorreu com o R. sanguineus (SOARES et al.,
2012). Céaes jovens das areas rurais ou periurbanas da regido sul do Brasil sdo mais
acometidos pela doenca, principalmente nas épocas mais quentes do ano, em que a
guantidade de carrapatos € grande no ambiente. Caes que foram infectados com R.
vitalii podem se tornar portadores assintomaticos do patégeno, condigdo essa que se
mantém por varios meses. Sugere-se que nas zonas rurais este protozoario seja
mantido no ambiente por alguns hospedeiros desses carrapatos, como carnivoros
silvestres e passeriformes (LORETTI; BARROS, 2004).

Os principais sinais clinicos da rangeliose s&o: anemia, ictericia, febre,
esplenomegalia, linfadenopatia e hemorragias no trato gastrointestinal e sangramento
pelas bordas e face externa da orelha, narinas e cavidade oral, por isso da-se a
denominagéo “nambiuvu”, palavra indigena que significa “orelha que sangra” (Figura 1)
(KRAUSPENHAR et al., 2003; LORETTI; BARROS, 2004; FIGHERA et al., 2010).

Figura 1 - Canino apresentando sangramento persistente pelas
orelhas, caracteristico de rangeliose

Fonte: Soares et al., 2011.
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Essa doenca pode ser dividida em trés fases: aguda, subaguda e cronica. Na
forma aguda o animal apresenta apatia, febre, fraqueza, mucosas palidas que
rapidamente se tornam ictéricas e Obito do animal ocorre dentro de trés a cinco dias. A
forma subaguda é associada a hemorragias pela boca, nariz, olhos e pele. Ja na forma
cronica € observado apenas picos de febre (KRAUSPENHAR et al., 2003).

No presente momento n&do existe conhecimento profundo sobre o ciclo de vida
desse organismo. E descrito que seu ciclo de vida consiste de uma fase de
desenvolvimento intraeritrocitaria e outra extraeritrocitaria, ocorrendo no citoplasma de
células endoteliais (LORETTI; BARROS, 2005). Estudos demonstraram que apenas em
4% dos casos esse parasita pode ser encontrado na corrente sanguinea (FIGHERA,
2007). Nos ultimos anos, estudo realizado por Fighera et al. (2010) demonstrou a
ocorréncia desse parasita livre no esfregaco sanguineo em 11,1% dos casos estudados.
No entanto, em outro estudo realizado com cédes naturalmente infectados, foi possivel a
visualizacdo do parasita em 71,4% dos animais que apresentavam sinais clinicos da
doenca (FRANCA et al., 2010). Em cdaes infectados experimentalmente com R. Vitalii, o
parasita foi observado no esfregaco de ponta de orelha no dia 5 pés-infeccao, o pico da
parasitemia ocorreu entre os dias 9 e 11 pés-infeccdo (Pl), esses organismos
encontravam-se livres no sangue, no interior de hemécias (Figura 2A) e leucdcitos
(Figura 2B) em todos os animais infectados (DA SILVA et al., 2011).

Figura 2 - Presenca de inclusBes de Rangelia vitalii em eritrocitos (setas) (A) e

leucocitos (setas) (B)
Fonte: Adaptado de Da Silva et al., 2011.
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O diagnéstico presuntivo de rangeliose é baseado no historico clinico, sinais
clinicos, hemograma, resposta favoravel a terapia, observacdo de organismos em
esfregaco de sangue periférico, exame histopatdgico e diagndstico molecular
(KRAUSPENHAR et al., 2003; LORETTI; BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010;
SOARES et al., 2011). Recentemente, foi realizada a primeira anélise molecular desse
protozoario (SOARES et al., 2011). Esse estudo foi baseado apenas em fragmentos dos
genes do RNA ribossomal 18S (rRNA 18S) e da proteina de choque térmico 70 (hsp70),
amplificados por PCR convencional (cPCR) a partir de amostras de sangue de cinco
caes infectados com R. vitalii oriundos da regido Sul do Brasil. A analise filogenética
demonstrou uma estreita relagcdo entre R. vitali e o género Babesia (SOARES et al.,
2011).

No diagnostico diferencial de rangeliose devem ser incluidas doencgas infecciosas
e parasitarias que ocorrem em cédes no Brasil que cursam com anemia, ictericia, febre,
esplenomegalia, linfadenopatia e hemorragias (KRAUSPENHAR et al., 2003; LORETTI,
BARROS, 2004). As enfermidades mais frequentemente confundidas com a rangeliose
sdo a babesiose, ehrlichiose, leishmaniose, leptospirose e doencas que causam a perda
de sangue através do tubo digestivo, como verminoses gastrintestinais e Ulceras
gastricas. A anemia hemolitica imunomediada, associada a diferentes etiologias e
idiopatica, também deve ser incluida no diagnéstico diferencial dessa enfermidade
(LORETTI; BARROS, 2004). A sua forma intra-eritrocitaria € semelhante
morfologicamente a Babesia spp.. Além disso, a sua forma extraeritrocitaria pode ser
confundida com a Leishmania spp. (KRAUSPENHAR et al, 2003; LORETTI; BARROS,
2005; SOARES et al, 2011). Portanto, a fim de diagnosticar com precisao a rangeliose,
sd0 necessarias técnicas mais sensiveis e especificas, tais como métodos de
diagndstico molecular.

Os achados laboratoriais sdo caracteristicos de anemia hemolitica extravascular
imunomediada, sendo observada uma anemia macrocitica hipocrdmica, com
anisocitose, policromasia, corpusculo de Howell-Jolly, reticulocitose e presenca de
precursores eritréides imaturos, além de esferocitose, plasma ictérico e bilirrubinuria.
Ocasionalmente pode ocorrer anemia normocitica normocréomica (LORETTI; BARROS,
2005; FIGHERA et al., 2010). Nao existe um padréo quanto ao leucograma, variando de
leucopenia a leucocitose (observada na maioria dos casos) com desvio a esquerda

regenerativo, linfocitose e monocitose (FRANCA et al., 2010). Ainda, os cées infectados
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podem apresentar trombocitopenia acentuada, devido a trombocitopenia autoimune ou
coagulopatia de consumo desencadeada pela lesdo endotelial, ocasionada pela
replicacdo do parasito intracelular em vacuolos parasitéforos, promovendo a ruptura dos
capilares sanguineos ou pela formacdo de imunocomplexos que causam leséo
endotelial (LORETTI; BARROS, 2004).

Um estudo realizado em cées submetidos a necropsia na regido central do Estado
do Rio Grande do Sul demonstrou que infecgcdes por esse protozoario representam a
principal causa de doenca hemolitica (FIGHERA et al., 2010). Os achados de necropsia
incluem mucosas palidas ou ictéricas, linfadenopatia, esplenomegalia e hemorragias em
diferentes érgdos (LORETTI; BARROS, 2005). Na histologia, o parasita € observado em
vacuolos parasitoforos intra-citoplasmaticos em células endoteliais de capilares
sanguineos de diferentes 6rgéaos e tecidos (LORETTI; BARROS, 2004).

Os protocolos terapéuticos baseados em corticoides (prednisona), doxiciclina,
dipropionato de imidocarb ou aceturato de diaminazeno costumam ser eficazes no
tratamento dessa protozoose. Em alguns casos em que ocorre reducdo acentuada do
hematocrito € aconselhavel a transfusdo sanguinea (LORETTI; BARROS et al., 2004;
FRANCA, et al., 2010).

A inflamacdo é uma resposta dos tecidos conjuntivos vascularizados as
agressdes de diversas naturezas (infeccdes microbianas, queimaduras, radiagoes,
traumatismos mecanicos, toxinas, substancias causticas, presenca de tecido necrético
entre outros), visando destruir, diluir ou limitar a disseminacdo do agente agressor
(LAMANO, 2008). Ainda, o processo inflamatério é caracterizado pela reagdo dos vasos
sanguineos, levando ao acumulo de liquido e leucdcitos nos tecidos extravasculares
(COLLINS, 2000). E um mecanismo protetor vital, ja que corresponde ao meio pelo qual
as células fagociticas e as moléculas de defesa, tais como o0s anticorpos e o
complemento, ganham acesso aos locais de invasdo microbiana ou de danos teciduais
(TIZARD, 2008).

A inflamagédo é fundamentalmente uma resposta protetora cujo objetivo final é
livrar o organismo da causa inicial da lesé@o celular (por exemplo, microorganismos e
toxinas) e das consequéncias dessa lesdo (células e tecidos necroéticos). Ainda, a
resposta inflamatoria ocorre nos tecidos vascularizados, incluindo plasma, células
circulantes, vasos sanguineos e constituintes celulares e extracelulares do tecido
conjuntivo (COLLINS, 2000).
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Mediada por diferentes mecanismos, a resposta inflamatéria pode ser dividida em
duas fases distintas: a) fase aguda - evento transitorio, de inicio rdpido, com duracdo
curta e caracterizada pela presenca de exsudacédo de fluido e proteinas plasmaticas
(edema) e a migracao de leucécitos, predominantemente de neutréfilos; b) fase cronica -
com duracdo maior e histologicamente associada com a presenca de linfocitos e
macréfagos, proliferacdo de vasos sanguineos, degeneracao tissular e reparacao
fibrotica (LAWRENCE; GILROY,2007).

O processo inflamatério consiste basicamente de dois componentes principais:
uma reacao vascular e uma reacdo celular/ tecidual. A reacdo vascular caracteriza-se
pelo aumento do suprimento sanguineo para as areas afetadas, além do aumento da
permeabilidade capilar que permite que moléculas de grande peso molecular, tais como
anticorpos, possam atravessar o endotélio. As modificacbes vasculares que permitem
essas alteracbes acontecem principalmente nas arteriolas e nas vénulas. Nas arteriolas,
o relaxamento da musculatura lisa promove a vasodilatacdo, permitindo assim um maior
fluxo sanguineo para a regido lesionada. Nas vénulas, € a contracdo das fibras de actina
e miosina presentes no endotélio que promovem espaco para a migracao das células do
sistema imune e das moléculas do leito vascular (Figura 3) (LAWRENCE; GILROY,
2007).

A Normal B Inflamado Aumento do fluxo sanguineo
Matriz extracelular Linfocitos residentes ou 1 w
’v\ macrofagos ocasionais
1 c/ \

Expansdo do leito capilar Dilatagdo venular

Dilatagéo da arteriola

(3) Migragdo de neutréfilos (2) Extravasamento de
proteinas plasmaticas
— edema

Figura 3 - Eventos vasculares da inflamacéao: tecido normal (A) e tecido inflamado (B).

Fonte: adaptado de Kumar et al., 2007.
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O evento celular caracteriza-se pela migracao de varios tipos celulares. As células
circulantes incluem os neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, linfocitos, basofilos e
plaquetas. As células do tecido conjuntivo constituem-se em mastocitos, fibroblastos,
macrofagos locais e linfocitos. A matriz extracelular consiste de proteinas fibrosas
estruturais (colageno, elastina), glicoproteinas de adesdo (fibronectina, laminina,
colageno nao-fibrilar, tenascina e outras) e proteoglicanos (GRUYS et al., 2005).

As caracteristicas fisiologicas do processo inflamatério sdo iniciadas e reguladas
por substancias denominadas mediadores inflamatérios. Os mediadores inflamatérios
incluem proteases, constituintes do sistema complemento, sistema de cininas, sistema
fibrinolitico e sistema de coagulacdo; mediadores liberados por fosfolipideos
(prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaqueta); e outros mediadores como
histamina, serotonina, substancia P, neurocinina, fatores de transcricdo, 6xido nitrico
(NO), proteina C reativa (PCR), mieloperoxidase (MPO) e citocinas (EISERICH et al.,
2002; DUSSE et al., 2003; LAWRENCE; GILRQY, 2007).

As citocinas séo glicoproteinas que podem atuar como mediadoras intercelulares
de muitos processos biolégicos, como inflamacdo, fibrose, reparacdo, angiogénese,
regulacdo da hematopoiese, controle da proliferacédo e diferenciacéo celular e ativacao
da resposta imune celular e humoral (FELDMANN, 2008; TIZARD, 2008). Possuem
papel essencial na formacdo dos sinais locais ou sistémicos da inflamacdo, sendo
produzidas e liberadas por varios tipos de células em resposta a estimulos
desencadeados por agentes infecciosos ou em resposta a outras citocinas (COTRAN,
2000; ROITT, 2003).

As citocinas apresentam as seguintes propriedades: sdo moléculas pleiotropicas
(podem atuar em diferentes tipos celulares), possuem efeitos redundantes (varias
citocinas podem efetuar as mesmas acdes) e podem influenciar na acdo de outras
citocinas de forma sinérgica ou antagbnica. Sao liberadas principalmente por
monadcitos/macrofagos e linfécitos, mas também podem ser secretadas por células
adiposas, células epiteliais, células endoteliais e células dendriticas (BENJAMINI et al.,
2002; TIZARD, 2008; ABBAS et al., 2012).

As citocinas podem ser agrupadas em cinco classes, de acordo com sua funcéo
principal. As citocinas que regulam a funcdo dos linfocitos, por exemplo, interleucina 2
(IL-2) e interleucina 15 (IL-15) que estimulam a proliferacdo de células natural killer (NK),

linfocitos B e T. Ja a interleucina 10 (IL-10) atua por mecanismo de feedback negativo,
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inibindo os macrofagos ativados e a producado de citocinas pré-inflamatorias (JANEWAY
et al, 2002). As citocinas envolvidas na resposta imune inata incluem as citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral (TNF), a interleucina 1 (IL-1) e a
interleucina (IL-6). A IL-1 e TNF em conjunto com a IL-6 mediam os efeitos sistémicos da
inflamacdo, incluindo febre, perda de peso, liberagdo de neutréfilos na circulacdo e
sintese de proteinas de fase aguda pelo figado (Figura 4) (NAIRN, 2004). As citocinas
gue ativam células inflamatdrias, por exemplo, IL-12 e IL-18 estimulam a producao de
interferon-gama (IFN-y), uma citocina ativadora de macréfagos. Essas células uma vez
ativadas passam a produzir citocinas pro-inflamatérias (ABBAS et al., 2012). As
guimiocinas atuam como ativadoras e quimioatraentes para tipos especificos de
leucécitos. A interleucina 8 (IL-8), por exemplo, causa ativagdo e quimiotaxia de
neutréfilo. A CCL2 (também conhecida como proteina quimiotatica para
monadcitos/macrofagos 1 - MCP-1) esta intrinsecamente associada a infiltracdo de
macrofagos (LEVINSON; JAWETZ, 2005). A proteina induzida por interferon 10 (IP-
10/CXCL10) também é uma citocina envolvida na quimiotaxia a mondécitos/macréfagos.
As citocinas que regulam a hematopoese, por exemplo, interleucina 7 (IL-7), secretada
pelas células do estroma da medula 6ssea que estimula a expansao de precursores
imaturos dos linfocitos T e B. O fator estimulador de colénia granulocitica monocitica
(GM-CSF) é produzido por linfocitos T, macrofagos, células endoteliais e fibroblastos do
estroma que age na medula éssea para aumentar a producdo de neutréfilos e
monacitos. (ABBAS et al., 2012).

Inimeras pesquisas sobre a resposta celular padrdo Thl, caracterizada
principalmente pela sintese de INF-y e de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1 e
IL-6, ja foram realizadas em diferentes hemoparasitoses. Na erliquiose, estudos in vivo e
in vitro demonstraram aumento da sintese de INF-y e TNF-a. Este aumento foi
correlacionado a patogenicidade da cepa (TAJIMA; RIKIHISA, 2005). As citocinas pré-
inflamatérias ativam as células endoteliais, induzindo a expressdo de moléculas de
adesdo endotelial e mediadores quimicos, como outras citocinas, fatores de
crescimento, quimiocinas e Oxido nitrico (COTRAN, 2000; GAO; PEREIRA, 2002;
MAGEZ et al., 2007; PAIM et al., 2011).
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Figura 4 - Principais fungbes das citocinas pro-
inflamatorias
Fonte: Adaptado de Abbas et al., 2012.

O 6xido nitrico (NO) € uma espécie reativa de nitrogénio, sintetizada pela enzima
oxido nitrico sintase (NOS) a partir do aminoacido L- arginina. Esta enzima catalisa a
oxidacdo de uma molécula de L-arginina pelo oxigénio molecular obtendo como produto
final L-citrulina e uma molécula de NO (Figura 5) (FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

Até meados da década de 80, o NO era considerado apenas membro de uma
familia de poluentes ambientais indesejaveis e de carcinogénicos potenciais. O NO
constitui um dos mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares
(DUSSE et al., 2003). Pesquisas vém demostrando que o NO esta envolvido no controle
da pressdo sanguinea, neurotransmissdao, inibicdo das plaquetas e aderéncia de
neutrofilos e na habilidade de matar células tumorais e microorganismos (FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000; DUSSE et al., 2003).
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Figura 5 - Sintese de 6xido nitrico a partir da L-arginina

Fonte: adaptado de Lehninger, 2002.

Existem trés isoformas diferentes de NOS: sendo duas NOS constitutivas (c-NOS)
e uma NOS induzivel (i-NOS). As constitutivas sdo observadas nas células endoteliais
(e-NOS) e nos neurdnios (n-NOS), as quais sdo expressas em baixos niveis e podem
ser ativadas rapidamente por um aumento dos ions célcio citoplasmaticos na presenca
de calmodulina (COTRAN, 2000). A isoforma n-NOS est4 envolvida na regulacdo do
fluxo sanguineo cerebral, transmissdo sindptica e no processo de memoéria. A e-NOS
inibe a adesdo e agregacao plaquetaria na parede vascular, regula a pressao sanguinea
e a contratibilidade do musculo cardiaco (DUSSE et al., 2003). A isoforma i-NOS néo é
dependente de calcio e é produzida por macrofagos e outras células, quando ativadas
por citocinas proé-inflamatérias, induzidas pelo estimulo imunolégico ou inflamatorio
(FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; DUSSE et al., 2003).

Uma vez induzida, a i-NOS é capaz de liberar grandes quantidades de NO por
periodos de tempo relativamente longo, podendo gerar alguns efeitos exagerados,
produzindo respostas toxicas ao organismo. Assim, o alto nivel de NO produzido por
macrofagos, neutréfilos ou por outras células ativadas, que deveria ser toxico apenas
para 0s microorganismos ou ceélulas tumorais, pode lesar células vizinhas, sendo este
mecanismo responsavel pela maioria dos processos inflamatoérios e autoimunes (FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000).
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O NO resultante da ativagdo de i-NOS possui acdo citotdxica e citostética,
promovendo a destruicdo de microorganismos, parasitas e células tumorais. A
citotoxicidade do NO pode ser por acao direta na inativacdo de enzimas do Ciclo de
Krebs, para a sintese de cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e para
0 mecanismo de proliferacdo celular (DUSSE et al., 2003). Dentro do fagolisosomo, 0
NO reage com o anion superoxido (Oy), produzindo peroxinitrito (ONOQO’). O ONOO é
um radical altamente reativo que tem a capacidade de lesar o DNA e lipidios
microbianos. O ONOO™ promove peroxidacdo dos lipidios da membrana de agentes
invasores, o que altera a permeabilidade das membranas celulares e leva & morte
celular (COTRAN, 2000; ABBAS et al., 2012).

A determinacdo laboratorial de NO €& complexa devido a sua meia-vida
extremamente curta, cerca de 4 a 6 segundos no plasma e 10 a 60 segundos no tecido
(DUSSE et al., 2003). Em funcéo disso, a determinacéo indireta de NO pode ser feita
através da quantificacdo de produtos de oxidacdo do NO, nitrito (NO3) e nitrato (NO3y),
referida como NOy (TASTCH et al., 2011).

As proteinas funcionam como catalisadores enziméaticos de reacdes bioquimicas,
carreadores de constituintes do plasma e atuam na defesa do organismo na forma de
anticorpos (ECKERSALL, 2008). Sao sintetizadas e secretadas pelos hepatdcitos,
exceto as imunoglobulinas, que sdo produzidas pelos linfécitos B. A proteina total é
representada pelas frac6es albumina e globulinas (BUSH, 2004).

Véarias sdo as formas de avaliar as concentracbes de proteinas. Um método
simples e barato é a eletroforese. A eletroforese de proteinas do soro sanguineo é uma
técnica de laboratério usada para separar proteinas séricas, permitindo a identificacédo e
guantificacdo de fracdes de proteinas (ECKERSALL, 2008). Consiste na aplicacdo de
uma pequena quantidade de soro na extremidade de uma fina placa de gel. Em seguida,
aplica-se uma corrente elétrica nessa placa por determinado tempo. A corrente faz com
gue as proteinas do soro migrem pelo gel em taxas variaveis, em funcdo da carga
negativa e do tamanho da proteina. Em seguida, o gel € submetido & coloracdo por um
corante que se adere a proteina (THRALL, 2007). Ap6s a coloracdo, as fragbes
apresentam-se na forma de bandas, com intensidade de cor variavel, que podem ser
escaneadas por um densitbmetro para produzir um tracado eletroforético. O
comprimento e a largura de cada secéo da curva indica a quantidade relativa de uma
proteina particular ou de um grupo de proteinas. Isto pode ser traduzido em uma leitura

percentual e, combinando essa informacédo com a concentracado de proteinas totais, 0s
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valores absolutos da concentracdo de proteinas ou grupo de proteinas podem ser
calculados (BUSH, 2004).

O numero de fracdes obtidas na eletroforese varia conforme o tipo de técnica
empregada e a espécie animal pesquisada. As fracbes quantificadas em caninos s&o:
albumina, alfa (a)-1-globulina, alfa (a)-2-globulina, beta (B)-1-globulina, beta (B)-2-
globulina, e gama (y) globulina (ECKERSALL, 2008) (Figura 6). A separacdo e
identificacdo dessas fracdes de proteinas facilita a compreenséo de diferentes condigbes
(ABATE et al., 2000).

n Albumina

a1l

B2
a2 B1 Y

o) o

Figura 6 - Eletroforese normal de céo (albumina, alfa 1 globulina,
alfa 2 globulina, beta 1 globulina, beta 2 globulina e
gamaglobulina)

Fonte: adaptado de Eckersall, 2008.

A albumina é a principal proteina sérica, constituindo 35% a 50% da proteina total
do soro (CERON et al., 2005). Essa proteina responde por cerca de 80% da press&o
oncética do sangue, que impede que a agua passe do sangue para os tecidos. Além
disso, a albumina é uma importante proteina transportadora, com participacdo no

transporte de acidos graxos livres, &cidos biliares, bilirrubina, calcio, horménios e
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medicamentos (THRALL, 2007). A fracdo a-globulina aumenta imediatamente apds a
inflamacéo (STOCKHAM; SCOTT, 2008). Essa fracdo € composta por proteinas como a-
1 glicoproteina &acida, a-2-macroglobulina, antitrombina Il (inibidora da trombina),
ceruloplasmina, haptoglobina, lipoproteina e transcortina. A fracdo 3 é composta pelas
proteinas transferrina, ferritina, proteina C-reativa, lipoproteinas, fibrinogénio, soro
amildide A e complemento. Moléculas de imunoglobulinas dos tipos 1gG e IgA podem
migrar para a fracdo B-globulina durante o fracionamento eletroforético. A fragdo y-
globulina é composta por imunoglobulinas: IgM, IgG, IgA e IgE. (THRALL, 2007,
ECKERSALL, 2008).

Outra caracteristica do processo inflamatério € a producédo de proteinas de fase
aguda. As proteinas de fase aguda (PFA) sdo consideradas componentes da resposta
imune inata. Essas proteinas estdo envolvidas na restauracdo da homeostase e na
restricdo do crescimento microbiano antes de os animais desenvolverem imunidade
adquirida. As concentracdes circulantes de PFA estado relacionadas com a gravidade da
desordem e extensdo do dano tecidual no animal afetado e fornecem informacdes de
diagnoéstico e prognoéstico de doengas, mas também de condigdes néo inflamatdrias
como parto, prenhez, desordens metabdlicas e estresse (MURATA et al., 2004).
Perspectivas futuras da investigacdo das PFA em animais de companhia incluem a
avaliacdo dos efeitos da resposta de fase aguda sobre a farmacocinética de
medicamentos veterinarios e a associagcao entre os niveis subclinicos de proteinas e
doencas crbnicas (ECKERSALL, 2000).

O aumento das PFAs ocorre precocemente quando comparado com a
leucocitose, aumento da taxa de hemossedimentacéo e febre (JAIN, 1993). Entretanto, é
considerada uma resposta extremamente inespecifica, pois desenvolve-se
secundariamente a vérias condi¢cdes que produzem les&o tecidual (CERON et al., 2005).
Esse grupo de proteinas do sangue pode ter sua concentracdo aumentada (PFA
positivas), como proteina C-reativa, soro amildide A, haptoglobina, alfa-1 glicoproteina
acida e ceruloplasmina; ou diminuida (PFA negativas), tais como albumina e
transferrina. As proteinas de fase aguda positivas sdo glicoproteinas sintetizadas
principalmente por hepatoécitos apos estimulacdo por citocinas pro-inflamatorias e sdo
liberadas para a corrente sanguinea (MURATA et al., 2004; CERON et al., 2005).

A modulacao da producédo de PFA pelos hepatocitos depende da agao sinérgica
de citocinas pro-inflamatorias (PETERSEN et al., 2004). O TNF-a induz a protedlise

periférica, aumentando, assim, o fluxo de aminoacidos para o figado para a producédo de
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novas proteinas. A IL-1 modula a sintese de proteinas no hepatdécito, inibindo a sintese
de PFA negativas e estimulando a sintese de PFA positivas em colaboracdo com os
glicocorticéides, também produzidos como uma consequéncia da ativacdo da IL-1 no
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal. Por fim, a IL-6 € responsavel pela liberacdo dessas
proteinas para a circulacao sanguinea (PALTRINIERE, 2007).

As PFAs séo os principais biomarcadores da inflamacdo e infeccdo em cées,
dentre elas, destaca-se a proteina C-reativa (PCR) (ECKERSALL; BELL, 2010). Essa
proteina é utilizada como marcador de resposta inflamatdria em caes e sua elevacgao
sérica precede qualquer alteracao leucocitéria, podendo aumentar de 100 a 1.000 vezes
dentro de 24 a 48 horas (NAKAMURA et al., 2008). Além da PCR, a alfa-1-glicoproteina
acida (GPA) pode ser utilizada como um marcador alternativo de inflamacao em caninos
(YUKI et al., 2008).

A resposta imunologica contra agentes infecciosos € representada pela resposta
celular e humoral, com grande producdo de anticorpos. Os anticorpos ou
imunoglobulinas s&o glicoproteinas produzidas por linfécitos B em resposta a
estimulacdo antigénica e estdo incluidas nas fracdes beta e gamaglobulinas (BUSH,
2004). Os anticorpos secretados realizam varias funcdes efetoras, como neutralizagédo
de antigenos, ativacdo de complemento, fagocitose e destruicdo de microorganismos
(ABBAS et al., 2012).

A estrutura central dos anticorpos consiste em duas cadeias pesadas e duas
cadeias leves, formando um complexo ligado por pontes dissulfeto. Cada cadeia
consiste em uma regido variavel (V), que € a por¢cao que reconhece o antigeno, uma
regido constante (C), que promove estabilidade estrutural e, em cadeias pesadas, que
realizam as funcdes efetoras dos anticorpos (ABBAS et al., 2012).

As imunoglobulinas séo classificadas em diferentes isotipos e subtipos de acordo
com suas diferencas nas regides C da cadeia pesada (ABBAS et al.,, 2012). Os cées
possuem quatro subclasses de IgG1l denominadas IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4, em ordem
de abundancia, além de IgA, IgM e IgE. Além disso, 0s cdes sdo 0s Unicos a possuirem
duas subclasses de IgE: IgE1 e IgE2 (TIZARD, 2008). Cada isotipo difere nas suas
propriedades fisicas e biolégicas e em suas funcdes efetoras (ABBAS et al., 2012).

O principal isotipo de imunoglobulina no sangue e nos fluidos extracelulares é a
IgG, que exerce papel principal nos mecanismos de defesa mediado por anticorpos
(TIZARD, 2008). A IgG também atua na neutralizacdo de toxinas, imobilizacdo de

bactérias, sensibilizacdo para células natural killer (NK), ativacdo do complemento e
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opsonizacdo. A IgM é a principal classe de Ig produzida durante uma resposta imune
priméria, € capaz de ativar o complemento de maneira mais eficaz, o que contribui para
o controle mais eficiente de uma infeccdo (MOLINARO et al., 2009). A IgA € a principal
Ig presente em secrecdes externas, tendo como funcédo principal impedir a aderéncia de
antigenos a superficies corpéreas. Por fim, a classe de IgE liga-se a receptores nos
mastocitos e basofilos, promovendo reacdo inflamatorias, através da liberacdo de
mediadores quimicos como histamina e fatores quimioatraentes. Além disso, podem
estar envolvidas em processos alérgicos e na eliminacdo de helmintos, quando
sensibilizam eosinofilos (TIZARD, 2008).

A patogénese da infecgdo no que se refere ao processo inflamatério e a resposta
imunologica do hospedeiro na rangeliose ainda néo esta esclarecida. Acredita-se que a
estimulacdo antigénica causada pelo protozoario R. vitalii altere a concentracdo de
citocinas séricas, dos metabdlitos do oxido nitrico, das proteinas séricas e estimule a

sintese de proteinas de fase aguda e imunoglobulinas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os parametros imunoldgicos envolvidos na infeccdo experimental por

Rangelia vitalii em céaes.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 ARTIGO 1:

2.2.2 — Mensurar 0s niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias (IFN- y, TNF- a, IL-1 e
IL-6).

2.2.3 - Determinar os produtos de degradacao do 6xido nitrico (nitrito - NO3™ e nitrato -
NO3).

2.2.4 ARTIGO 2:
2.2.5 - Realizar a eletroforese das proteinas séricas.

2.2.6 - Determinar os niveis séricos de proteinas de fase aguda (proteina C-reativa e

alfa-1-glicoproteina &cida).

2.2.7 - Avaliar os niveis séricos de imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA e IgE).



3 ARTIGOS

Os resultados desta tese estdo sob a forma de dois artigos cientificos. Os itens
materiais e métodos, resultados, discussao e referéncias bibliograficas encontram-se

nos artigos cientificos.
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Abstract

This study aimed to measure the levels of interferon-gamma (IFN-y), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) and nitrite/nitrate
(NOx) in serum of dogs experimentally infected with Rangelia vitalii. Twelve female
mongrel dogs were divided into 2 groups; group A (uninfected controls) composed by
healthy dogs (n=5) and group B consisting of dogs inoculated with R. vitalii (n=7).
Animals were monitored by blood smear examinations, which showed intraerythrocytic
forms of the parasite on day 5 post-inoculation (PI). Blood samples were collected
through the jugular vein at the days 0, 10 and 20 PI to determine the serum levels of IFN-
v, TNF-q, IL-1, IL-6 and NOy. Cytokines were assessed by ELISA quantitative sandwich
technique, and NOy was measured by the modified Griess method. Cytokine levels (IFN-
v, TNF-a, IL-1 and IL-6) were increased (P < 0.01) in serum of infected animals. Serum
levels of NOy were also increased on days 10 Pl (P < 0.01) and 20 PI (P < 0.05) in
infected animals. Therefore, the infection with R. vitali causes an increase in
proinflammatory cytokines and nitric oxide content. These alterations may be associated

with host immune protection against the parasite.

Key words: Rangelia vitalii, IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, nitric oxide, immunity,

rangeliosis.

Canine rangeliosis is a tick-borne protozoan disease caused by Rangelia vitalii
that primarily affects rural and periurban young dogs in southern Brazil [1,2]. Infection
with R. vitalii causes severe anemia, jaundice, fever, splenomegaly, lymphadenopathy,
hemorrhage along the gastrointestinal tract, and persistent bleeding through the tips of
the pinnae, external surface of the ears, nose, and oral cavity [3-6]. The influence of this
disease on immune system parameters of infected animals is unknown.

Cytokines represent the major molecules involved in the communication among T-
cells, macrophages, and other immune cells in the course of an immune response to
infectious agents [7]. IFN-y is the cytokine responsible for the function of CD4+ Th1 cells,
which is the activation of macrophages to Kill intracellular microorganisms and synthesize

other proinflammatory cytokines (TNF-q, IL-1, and IL-6) and nitric oxide (NO) [8].
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NO is an important cytotoxic mediator on immune activated cells, capable to kill
pathogenic agents [9]. This reactive nitrogen species is synthesized by the isoenzymes
nitric oxide synthases (NOS), which include inducible NOS (iNOS), endothelial NOS
(eNOS), and neuronal NOS (nNOS) that catalyze the oxidation of L-arginine and
molecular oxygen to citrulline and NO [10]. The INOS is highly expressed in macro-
phages when activated by proinflammatory cytokines [11]. The half-life of NO is very
short, and its indirect determination can be made by measurements of its oxidation
products, nitrite (NO2") and nitrate (NOg’), referred to as NOy [12].

Numerous studies on the immune response of Thl cells, characterized by the
synthesis of proinflammatory cytokines and iNOS, have been performed in different
hemoparasites [13-15]. However, the mechanism of host immune responses has not
been explained in R. vitalii infection. Therefore, the aim of this study was to measure the
levels of IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6, and NOy in serum of dogs experimentally infected with
R. vitalii.

Twelve female mongrel dogs (6- to 12-months old) were used in this study as
previously described [16]. The animals, previously determined by molecular tests to be
free from Babesia spp., Hepatozoon spp., and Ehrlichia spp. infection [16], were
inoculated with R. vitalii (n=7) or served as uninfected controls (n=5). The R. vitalii strain
used in this study was obtained from a naturally infected dog [17]. A fresh blood sample
of this animal was inoculated (2 mL through the jugular vein) in another dog (Dog 13:
male, 5-months old) for maintenance of the isolate in the laboratory. Each animal of
Group B was infected through intravenous inoculation with 2 ml of fresh blood collected
from Dog 13, containing an average of 6 parasites per slide, which were found inside of
erythrocytes and leukocytes of blood smears [16].

The presence and degree of parasitemia were estimated for each animal every 2
days throughout the experiment. Peripheral blood smears were collected from the tip of
the ear of each dog. The smears were Romanovsky stained and then examined under a
microscope (x1,000 magnification), as previously described [16]. Blood collection of the
jugular vein (3 ml) was performed on days 0, 10, and 20 post-infection (PI). The blood
was placed in tubes without anticoagulant, centrifuged for 10 min to obtain serum and
stored under freezing (- 20°C). The serum was used for determination of proinflammatory
cytokines (IFN-y, TNF-q, IL-1, and IL-6) and NO.
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The proinflammatory cytokines were quantified by ELISA, using the commercial
Quantikine canine immunoassay kits (IFN-y, TNF-a, IL-1, and IL-6), according to
manufacturer’s instructions (R & D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA). Briefly, 96-
well microplates were sensitized with the primary antibodies at room temperature (RT) for
30 min; the sample was added and incubated for 30 min at 37°C. After washing, the
secondary antibody conjugated with peroxidase was added to each well, and a period of
incubation followed. The presence and concentration of the cytokines were determined
by the intensity of color measured by spectrometry by a micro-ELISA reader, Sunrine-
Tecan (Tecan, Sunrise, Melbourne, Australia).

Nitric oxide levels in serum of dogs infected with R. vitalii were analyzed indirectly,
by the quantification of nitrite/nitrate (NOy) according to the technique described in detail
by Tatsch et al. [12]. Therefore, NOx was measured by the modified Griess method using
the Cobas Mira automated analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Results
were expressed in ymol/L. The data were evaluated by the Student’s t-test. Values with
probability less than 5% were considered statistically different.

On day 5 PI, there were blood smears positive to R. vitalii. Parasitemia increased
progressively until day 10 Pl when a peak was observed. Then, the number of parasites
was significantly reduced as described in detail by Da Silva et al. [16], and the parasite
was found within erythrocytes, leukocytes, and the extracellular milieu. During the
experimental period, clinical signs such as anorexia, apathy, weight loss, fever, anemia,
and diarrhea were observed in dogs infected with R. vitalii [16]. The infected dogs
showed no bleeding (a common finding in rangeliosis) despite severe thrombocytopenia,
reduction of platelet activity, and alteration in the concentrations of nucleotides and
nucleosides present in platelets, participants in the process of homeostasis [18,19]. The
infection by R. vitalii caused in these dogs reduction in serum levels of iron, zinc, and
copper [20], as well as oxidative stress with increased lipid peroxidation, protein oxidation
and, consequently, increase of antioxidant status to reduce cellular injury [21].

In this study, cytokine levels increased (P<0.01) in infected animals compared to
the control group (Fig. 1). A progressive increase in serum levels of IFN-y (Fig. 1A), TNF-
a (Fig. 1B), IL-1 (Fig. 1C), and IL-6 (Fig. 1D) was observed. An increase of nitrite/nitrate
(NOy) in serum of infected animals was observed on day 10 PI (P<0.01) and 20 PI
(P<0.05) (Fig. 2).
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This study is the first to demonstrate the increased serum levels of IFN-y, TNF-q,
IL-1, and IL-6 in dogs experimentally infected with R. vitalii. The increase of these
proinflammatory cytokines can be attributed to activation of the immune response and
parasitemia control, as related in other infections caused by hemoparasites, as
babesiosis (22), ehrlichiosis [15], anaplasmosis [23], leishmaniasis [24], hepatozoonosis
[14], and trypanosomosis [25].

On day 10 PI occurred the peak of parasitemia, when the levels of cytokines and
NO increased significantly compared to the control group; thus this increase in the
inflammatory mediators were able to reduce parasitemia of day 15 PI [16]. Serum levels
of cytokines and NO increased during the course of infection, as detected on day 20 PI.
Probably the high levels of inflammatory mediators on day 20 Pl was the cause of low
parasitemia observed during this period. According to the literature, these immunological
parameters are responsible for controlling parasitemia in infections by other
hemoparasites [14,15,22,24,25]. In trypanosomosis by T. cruzi, researchers concluded
that NO may be directly related to parasitemia, severity of lesions, chronicity, and
mortality of mice infected [26,27]. In vitro studies showed that NO has the ability to Kill
parasites like Plasmodium [28] and T. cruzi [26]. Therefore, this study suggests that both
cytokines and NO are responsible for reduction and maintenance of low parasitemia in
dogs infected with R. vitalii, as detailed below.

One early reaction of the host to infection with protozoan parasites is the secretion
of an array of potent cytokines, including TNF, IL-1, and IL-6. These early responses
contribute significantly to the outcome of infection by influencing its course directly and by
regulating the specific immune responses against the parasite [29]. The overproduction
of proinflammatory cytokines observed in this study contributes not only to control the
infection, but also for the disease progress, similarly to which occurs in babesiosis [30].
The increased serum levels of proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1, and IL-6) could
be associated with the onset of clinical signs in the acute phase of inflammatory
responses (anorexia, apathy, weight loss, and fever) [8], as observed in this study.

This study found that the increase of proinflammatory cytokines coincides with the
reduction of parasites in the bloodstream. A high expression of TNF-a was found in dogs
experimentally infected with Ehrlichia canis [31]. Furthermore, TNF-a also played a role
in controlling bacterial number because TNF-a receptor-knockout mice were highly
susceptible in this infection [32]. Researchers reported an association between low

parasite and increased IFN-y and TNF-a expression in dogs naturally infected with
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Leishmania chagasi, indicating that these cytokines play a role in protection against
infection [24]. Serum levels of TNF-a and IFN-y increased in anaplasmosis, indicating a
role of cellular immunity activation during the infection [33]. Enhanced levels of IL-1, IL-6,
and TNF-a in bovine babesiosis are important for stimulating immunity against protozoan
pathogens [22].

High levels of NO are mediated by upregulated expression of the iINOS gene in
response to the activating signals, in particular to the secretion of proinflammatory
cytokines by Thl cells [34]. Accumulating evidence indicates that parasitic diseases are
commonly associated with elevated production of NO [35]. Production of proinflammatory
cytokines predisposes to the increased synthesis of NO, which mediates host protection
through either direct parasite killing or by limiting parasite growth [34]. The half-life of NO
is very short. Because of this, the measurement of the circulatory stable end products of
NO, i.e., nitrite/nitrate (NOy), are most often used to evaluate the NO production [12].

In this study, it was observed that an increased level of NO, which can be related
to the induction of immune responses as demonstrated in Babesia bovis infection, in
which increased NO production reflected a complex host-parasite interaction [36].
Furthermore, researchers have demonstrated that IFN-y is responsible by the synthesis
of NO by monocytes/macrophages, which show a high babesicidal activity [37]. In dogs
infected by Hepatozoon canis, it was demonstrated that an increased production of NO
enhances the host’s defense against parasitic infections and helps to eliminate it [14]. In
addition, protective responses were reported through high concentrations of nitrate in
equids infected with Theileria equi and Babesia caballi [38]. Increased levels of NO and
IL-6 were shown in cattle with anaplasmosis and may indicate the stimulation of the host
immune system [23]. However, the determination of reactive nitrogen intermediates (RNI)
is unlikely to be useful indicators of severity or outcome in dogs infected with Babesia
canis [13].

We conclude that infection with R. vitalii causes an increase in proinflammatory
cytokines and NO metabolites. This alteration may be associated with the host immune
protection against the piroplasms, similar to what occurs in other hemoparasite

infections.
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Fig. 1. Levels of proinflammatory cytokines in serum of Rangelia vitalii-infected
dogs on days 0, 10, and 20 post-infection compared with uninfected controls. (A)
IFN-y, (B) TNF-a, (C) IL-1. (D) IL-6. ®*Represents statistical difference between
infected and control group (P<0.001).
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Fig. 2. Levels of nitrite/nitrate (NOy) in serum of Rangelia
vitalii-infected dogs on days 0, 10, and 20 post-infection
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Abstract

The present study aimed to evaluate the serum proteinogram, acute phase
proteins (APPs) and immunoglobulins (Igs) of dogs experimentally infected by Rangelia
vitalii in the acute phases of the disease. Banked serum samples collected on days 0, 10
and 20 during a previously reported R. vitalii experimental infection were used to analyze
the serum proteinogram, APPs (C-reactive protein — CRP and alpha-1-acid glycoprotein
— AGP) and Igs (IgM, IgG, IgA and IgE) in the current study. Total protein and albumin
level were significantly (P < 0.05) decreased at day 10 Pl and 20 PI in infected sera
compared to the control sera. Alpha-1 globulin (day 10 Pl) and gamma globulin (day 20
P1) were increased (P < 0.01) in infected sera. Alpha-2 globulin (days 10 and 20 PI) and
beta-2 globulin (day 10 PI) were decreased (P < 0.05) in infected sera compared to
control sera. Beta-1 globulin fraction did not differ statistically between sera. Serum CRP
and AGP concentrations were significantly increased (P < 0.05) at days 10 and 20 PI in
infected sera. 1gG was increased at days 10 (P < 0.05) and 20 PI (P < 0.01) in infected
sera. Furthermore, it was also observed an increase (P < 0.01) in the levels of IgM, IgA,
and IgE in infected sera than control sera. We conclude that R. vitalii infection causes
alterations in the proteinogram, and increases in the levels of APPs and Igs. Further
studies are essentials to define the causes of these pathological changes in this disease.

Keywords: Electrophoresis, C-reactive protein, Alpha-1-acid glycoprotein,

Rangeliosis.

1. Introduction

Rangelia vitalii is the etiological agent of “nambiuvu” (=blood dribbling down from
the ears’ margins) or “peste de sangue” (bleeding plague) (Loretti and Barros, 2004).
This protozoan was described originally in 1910 as a distinct piroplasm capable of
infecting dogs in southern Brazil (Pestana, 1910; Loretti and Barros, 2005; Franca et al.,
2010). Recently, a phylogenetic analysis showed a close relationship between R. vitalii
and the genus Babesia (Soares et al., 2011).

Rangeliosis is characterized mainly by anemia, jaundice and splenomegaly

(Krauspenhar et al., 2003; Loretti and Barros, 2005; Fighera et al., 2010). The diagnosis
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is based on clinical history, clinical signs, hemogram, favorable response to therapy
(Loretti and Barros, 2004), observation of parasites in peripheral blood smear (Franca et
al., 2010), post-mortem histopathology (Fighera et al., 2010) and molecular diagnosis
(Soares et al., 2011).

In veterinary medicine, serum protein electrophoresis has been increasingly used
as an aid in the diagnosis of canine diseases such as ehrlichiosis (Harrus et al., 1999;
Abate et al., 2000). Serum protein electrophoresis (SPE) is a laboratory technique used
to separate serum proteins, allowing the identification and quantification of protein
fractions (Kaneco, 1997). The fractions quantified in canines are: albumin, alpha (a)-1-
globulin, alpha(a)-2-globulin, beta()-1-globulin, beta(p)-2-globulin and gamma(y) globulin
(Kaneco, 1997). The separation and identification of different protein fractions facilitates
the understanding of the pathological changes associated with different conditions (Abate
et al., 2000).

Proteins function as enzymatic catalysts in biochemical reactions, carriers of
plasma constituents and as antibodies. Albumin is the major single protein found in
serum and constitutes 35-50% of the total serum protein. Most serum proteins are
synthesized and secreted from hepatocytes, except immunoglobulins that are produced
by B-lymphocytes (Kaneco, 1997). Immunoglobulins (Igs) are glycoproteins that function
as antibodies; therefore are produced as a response to the detection of foreign molecules
in our body. These foreign substances that trigger the production of antibodies are called
antigens. There are different types of Igs: 1gG, IgM, IgA, IgD and IgE, which play different
roles in pathological conditions (Pier et al., 2004).

Acute phase proteins (APPs) are a group of blood proteins that their concentration
can increase (positive APPs) such as C-reactive protein (CRP), serum amyloid A,
haptoglobin, alpha-1-acid glycoprotein (AGP) and ceruloplasmin; and decrease (negative
APPs) such as albumin or transferrin. Positive APPs are glycoproteins synthesized
mainly by hepatocytes upon stimulation by proinflammatory cytokines and released into
the bloodstream (Murata et al., 2004; Céron et al., 2005). APPs have been used as
biomarkers of inflammation, infection and trauma (Eckersall and Bell, 2010). In dogs,
CRP is the most important positive APP. Furthermore, the serum AGP concentration may
be an alternative clinical marker for inflammation in canine (Yuki et al., 2008). However,
there is no information about the diagnostic or prognostic value of APPs in dogs infected
with R. vitalii.
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Rangeliosis is a poorly studied disease, probably because it is regional, which
occurrence is only described in Brazil. The influence of this disease on parameters of the
imune system of infected animals is unknown. Thus, the presente study aimed to
evaluate the serum proteinogram, APPs and Igs of dogs experimentally infected by R.

vitalii in the acute phases of the disease.

2. Material and Methods

2.1. Serum samples

Banked serum samples from a previous study (Da Silva et al., 2011) were used in
the current study. The canine serum samples used in this study were collected on days
0, 10 and 20 during a previously reported R. vitalii experimental infection and stored
frozen at —20°C (Da Silva et al., 2011). The stored sera from seven infected dogs and five

matched normal controls were used to evaluate serum proteinogram, APPs and Igs.

2.2. Serum proteinogram

Total protein was determined spectrophotometrically by the biuret method (Gornall
et al., 1949) using comercial reagents (Labtest®). The protein fractionation was
determined by electrophoresis on cellulose acetate strips in a horizontal cube (Labex®)
with Tris—glycine buffer (pH 8.6) (Naoum, 1999). The test samples were applied by semi
micro applicator for 4 specimens on the strips (0.9 pL/10 mm) and then ran using a
constant voltage of 150 V for 35 min. Strips were stained with Ponceau for 15 min,
according to the technique described by Naoum (1999), adapted to canine species. The
excess of stain was removed by washing the strips in 5% acetic acid until background
was completely clear. Then strips were fixed in methanol for 30 s and washed for one
min with a destain solution, dried at 60°C for 15 min (Naoum, 1999) and read by the
Denscan system, a system that uses computer graphics capabilities to read the
electrophoretic migration (Maciel et al., 2012). The fractions analyzed were the albumin,

a-1-globulin, a- 2-globulin, B-1-globulin, B-2-globulin and y globulins (Kaneco, 1997).

2.3. Acute phase proteins and immunoglobulins
The quantification of serum CRP was perfomed using commercial kits of
ultrasensitive CRP (BioTécnica, Minas Gerais, Brazil), following the manufacter protocol

at semiautomatic analyzer Bio-2000 (Bioplus Ltda, S&o Paulo, Brazil). The test samples
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were treated with a specific antibody to human CRP in a suitable buffer. The turbidity
induced by the formation of immune complexes was measured at 540 nm, and the values
were then calculated automatically from a known standard. All the assay steps were
performed automatically by spectrometry (BioTécnica, Minas Gerais, Brazil). AGP and
serum 1gG, IgM, IgA, and IgE concentrations were determined using
immunonephelometry on a Behring Nephelometer BN Il (Dade Behring — USA) using
reagents from Dade Behring. Samples were diluted with a specific diluent and measured
after 10 min. Polystyrene particles were coated with a specific monoclonal antibody for
each human protein forming an agglutinate that disperses the light irradiated in the
presence of the protein analysed. The intensity of scattered light depends of protein
concentration inthe sample. This evaluation was performed by comparison with

standards of known concentration (Dati et al.,1996).

2.4. Statistical analysis
The result analysis was performed using the Student t-test. Values with probability
less than 5% were considered statistically different. The results were presented as mean

+ standard deviation.

3. Results

3.1 Serum proteinogram

Variations in SPE were observed during the experimental period (Table 1). Total
protein levels decreased at day 10 Pl (P < 0.01) and 20 PI (P < 0.05) in infected sera
compared to the control sera. A decrease (P < 0.01) in albumin levels was observed in
the infected sera at days 10 and 20 PI, a-1-globulin increased (P < 0.01) in the infected
sera at day 20 Pl and a-2-globulin decreased (P < 0.05) at days 10 and 20 PI in infected
sera. No significant alteration was observed in the B-1-globulin. A decrease (P < 0.05) of
B-2 globulin was observed at day 10 PI in infected sera and y-globulin increased (P <

0.01) at day 20 PI in infected sera to control sera.

3.2. Acute phase protein

Concentrations of APPs increased in infected sera during the current study (Fig.
1). Serum CRP (Fig. 1A) and AGP (Fig. 1B) concentrations were significantly increased
(P < 0.05) at days 10 and 20 Pl in infected sera compared to the control sera.
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3.3. Immunoglobulins

Igs increased in infected sera compared with control sera (Fig. 2). 1gG increased
at days 10 (P < 0.05) and 20 PI (P < 0.01) in infected sera (Fig. 2A). Additionally, it was
also observed an increase (P < 0.01) in the levels of IgM (Fig. 2B), IgA (Fig. 2C) and IgE

(Fig. 2D) in infected sera compared to the control sera.

4. Discussion

This study showed the occurrence of alterations in the SPE in dogs infected with
R. vitalii. Significant hypoproteinemia was observed in these animals. One hypothesis is
that hypoproteinemia may be associated to the decrease in albumin levels. Albumin is
the most abundant protein in the serum (Kaneco, 1997) and any reduction in this protein
will result in a reduction of total protein levels. In addition, hypoproteinemia can be
related to the anorexia (Stockham and Scott, 2002) observed in infected dogs, similarly
to what occurs in the acute phase of equine babesiosis (Barrera et al., 2010).

Hypoalbuminemia was found in dogs with R. vitalii, in accordance to studies with
Ehrlichia canis (Mylonakis et al., 2004) and Babesia canis (Gallego et al., 2008). The
cause of hypoalbuminemia is often multifactorial and can be associated to compensatory
mechanism for hypergammaglobulinemia to maintain the plasma osmolarity as described
in Ehrlichia infection in dogs (Harrus et al., 1999). Inflammation is a well-known cause of
hypoalbuminemia. Thus, the synthesis of albumin can be reduced because of its function
as negative APPs (Céron et al., 2005). Others causes of hypoalbuminemia include
hepatic failure, inflammation, chronic malnutrition, loss through hemorrhage, vasculitis,
protein losing enteropathy or nephropathy and dilution of plasma proteins (Stockham and
Scott, 2002). In the case of rangeliosis, vasculitis is a common pathological finding,
because the piroplasm has predilection for endothelial cells. Therefore, this may
contribute to reduce the circulating albumin.

APPs are blood proteins that can be used to assess the innate immune system’s
response to infection, inflammation or trauma (Murata et al., 2004). The present study
reports for the first time the APP response observed in experimental canine rangeliosis,
by increasing of positive APPs: CRP and AGP. Researchers observed elevations in the
levels of CRP and AGP in canine ehrlichiosis, indicating that these proteins can be
correlated with the severity of inflammatory damage in dogs with E. canis (Rikihisa et al.,
1994). Moreover, an increase in CRP and AGP was observed in dogs with acute

inflammation (Yamashita et al., 1994). Serum CRP was also increased in dogs with
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babesiosis (Matijatko et al., 2007). Therefore, ours results suggest that the measurement
of these APPs may be useful in monitoring immune response to rangeliosis.

Alpha globulin fraction is known as acute stage proteins because their
concentration increases immediately after an inflammation (Stockham and Scott, 2002).
These globulins are a common finding in acute inflammatory diseases and represent an
acute phase response. Alpha globulin fraction is composed of APPs such as AGP, a-2-
macroglobulin, lipoproteins, ceruplasmin and haptoglobin (Kaneco, 1997). In this study, it
was observed an increase of a-1 globulin fraction in infected animals, in agreement with
the results showed by Camacho et al. (2005) in canine babesiosis. The increase of this
protein fraction may be correlated to the raise of AGP as observed in this study. AGP is a
positive APP which increases its production in response to the inflammation process.
Elevated serum AGP levels are observed in dogs with ehrlichiosis during the acute stage
of infection (Rikihisa et al., 1994). However, a-2- globulin fraction decreased in the
infected animals during the current study. The possible causes for this decrease are
unknown.

Infection is generally associated with an increase in the concentration of (-
globulins. The B globulins fraction includes transferrin (a negative APP), ferritin, CRP,
lipoproteins, fibrinogen, serum amyloid and complement (Kaneco, 1997). In this study,
the serum CRP was significantly higher in dogs with rangeliosis, similarly the other
studies with dogs infected with B. canis (Ulutas et al., 2005) and E. canis (Shimada et al.,
2002). However, our results showed that -1 globulin did not differ significantly and -2
globulin decreased in dogs with rangeliosis. One of the reasons for this decrease may be
the transferrin. This protein is a negative acute phase reactant, with levels decreasing
during acute inflammatory processes which can contribute to decrease -globulin level.

Gamma globulin level was increased in our study, and these results are similar to
those observed in babesiosis (Barrera et al., 2010), ehrlichiosis (Harrus et al., 1999) and
trypanosomosis (Costa et al., 2010). In canines, y-globulin fraction is composed by IgM,
IgG, IgA and IgE (Tizard, 2008). Igs are proteins that act as antibodies and are produced
by B-lymphocytes in the spleen, lymph nodes and bone marrow in response to antigens
(Kaneco, 1997). In this study, were showed an increase in all classes of Igs in dogs
infected with R. vitalii, indicating a polyclonal gammopathy (Stockham and Scott, 2002).
Moreover, increase in Igs levels is related to the humoral immunity activated by the
parasite. Therefore, hypergammaglobulinaemia in this study can be associated to the

increase in Igs levels.
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As previously mentioned, dogs with experimental rangeliosis have increased
levels of Igs, unlike what occurred in the experimental infection with E. canis (Hess et al.,
2006). In this study the significantly increase in IgG and IgM in the infected animals
occurred simultaneously, however 10 days PI the level of IgM was more than 19-fold
increased, unlike the level of IgG which was only 1.18-fold increased. At days 20 PI, both
lgs were very high. A typical antibody response consisting primarily of IgM at first and
subsequently of IgG was observed in dogs infected by Leishmania infantum (Martinez-
Subiela et al., 2011). IgM increases primarily in order to directly combat the agent, as
reported in infections by Babesia bovis (Goncgalves et al., 1999), and probably in dogs
parasitized by R. vitalii. The later increase of IgG, may be is related to the reduction of
parasitemia demonstrated to Da Silva et al. (2011), since this Ig has great importance in
combating hemoparasites (Cunha et al., 2006).

IgE is associated with allergic cases (Tizard, 2008); and/or parasitized cases,
where this class of Ig plays na important role in the expulsion of parasites and the
subsequent recovery of the host (Bloch and Malveaux, 1985). Recently, researchers
found high values of specific IgE in symptomatic dogs with canine leishmaniosis (Iniesta
et al., 2005), similar finding of this study. The dogs in this study had diarrhea (Da Silva et
al., 2011), a typical clinical sign in cases of rangeliosis. The parasite leaves the blood and
invades endothelial cells and organs including gastrointestinal tract (Fighera et al., 2010),
might allowing the migration of the parasite to the mucous membranes, justifying the
increase in IgA.

Based on the results we conclude that R. vitalii infection causes alterations in the
proteinogram, and increases in the levels of APPs and Igs. Further studies are essential
to define the causes of these pathological changes in this disease. Probably, the
increase in these parameters is intended to combat the parasite indirectly (by activating
other cells) and/or direct (attacking the parasite, in the case of immunoglobulins), similar
to what occurs in other parasitic diseases.
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Table 1

Proteinograms of canine sera obtained on days 0, 10 and 20 of a Rangelia vitalii
experimental infection. Means and standard deviations of total proteins, albumin, alpha-1

globulin, alpha-2 globulin, beta-1 globulin, beta-2 globulin and gamma globulin in infected

sera (n = 7) and normal control sera (n =5).

Parameters

Days

Control sera

Infected sera

Total proteins (mg/mL)

Albumin (mg/mL)

Alpha-1 globulin (mg/mL)

Alpha-2 globulin (mg/mL)

Beta-1 globulin (mg/mL)

Beta-2 globulin (mg/mL)

Gamma globulin (mg/mL)

0
10
20

0
10
20

0
10
20

0
10
20

0
10
20

0
10
20

0
10
20

6.05% (+0.80
5.83% (=0.50
5.75% (=040

( )
( )
( )
3.58% (+0.50)
3.31% (+£0.36)
3.42° (+£0.28)
0.302 (+0.08)

( )

( )

0.32* (£0.10
0.28* (£0.05

0.33* (£0.07)
0.362 (+0.05)
0.32= (=0.04)

0.31% (£0.04)
0.34% (+0.08)
0.30° (+=0.16)

0.432 (£0.07
0.44° (+0.04
0.42% (+0.11
(
(

1.10° (=011
1.06% (=012
1.01% (+0.10

e e L -

5.882 (+0.40)
4610 (£0.25)
5217 (£0.13)

3.49° (+0.30)
2,350 (£0.22)
2.50" (£0.40)

0.292 (+0.11)
0.31° (+0.07)
0.46° (£0.12)

0.34° (+0.04)
0.28b (+0.04)
0.24b (+0.05)

0.30° (+0.06)
0.29° (+0.08)
0.292 (+0.11)

0.41° (£0.06)
0.34" (£0.05)
0.33% (+0.05)

1.05% (£0.13)
1.04% (£0.11)
1.39b (£0.20)

P.s.: Means followed by the same letter in the line do not differ among
themselves by the Tukey test at 5% of probability.
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Fig. 1. Levels of acute phase proteins in canine sera
obtained on days 0, 10 and 20 of a Rangelia vitali
experimental infection. C-reactive protein [A] and alpha-1-
acid glycoprotein [B] (*P < 0.05, n = 7 infected sera and n =

5 normal control sera).
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4 DISCUSSAO

A rangeliose é uma doenca pouco descrita na literatura e isso pode ser devido ao
fato dessa enfermidade ser muitas vezes confundida com outras doencgas infecciosas de
cdes (KRAUSPENHAR et al.,, 2003). Atualmente, esse parasita tem atraido grande
atencdo pela comunidade cientifica, sendo realizadas pesquisas com énfase nos
aspectos clinicos e achados patolégicos dessa enfermidade (DA SILVA et al., 2011;
FRANCA et a., 2013). Entretanto, a patogénese da infeccdo no que se refere ao
processo inflamatorio e a resposta imunolégica do hospedeiro ainda ndo esta
esclarecida.

A seguir serdo realizadas consideracdes a respeito dos resultados dos dois
artigos apresentados nessa tese de doutorado. O objetivo do primeiro artigo foi
mensurar a concentracdo seérica de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-1 e IL-6) e produtos de
degradacéo do oxido nitrico (nitrito - NO,™ e nitrato - NO3’). Enquanto que, no segundo
artigo objetivou-se avaliar o perfil eletroforético, proteinas de fase aguda (proteina C-
reativa e alfa 1 glicoproteina &cida) e imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA e IgE) em cées
experimentalmente infectados com R. vitalii.

No primeiro artigo foi observado aumento (P<0,01) dos niveis das citocinas
séricas IFN-y, TNF-a, IL-1 e IL-6 nos animais infectados durante todo o experimento.
Esse aumento das citocinas pode contribuir para a ativagcdo da resposta imune e
controle da parasitemia, semelhante ao que ocorre em outras hemoparasitoses como
babesiose (SHODA et al., 2000), ehrlichiose (TAJIMA & RIKIHISA, 2005), anaplasmose
(ERGONUL & ASKAR, 2009), leishmaniose (ALVES et al., 2009), hepatozoonose
(KIRAL et al., 2005) e tripanossomose (PAIM et al., 2011).

Importante ressaltar que a reacao inicial do hospedeiro a infeccdo por protozoario
€ a secrecdo de uma variedade de citocinas, incluindo TNF, IL-1 e IL-6 (TITUS et al.,
1991). Nas tripanossomoses, 0s antigenos do parasita promovem a producdo de INF-y,
essa citocina ativa os macréfagos e aumenta sua capacidade de destruir os
microorganismos ingeridos. S&8o os macrofagos ativados que induzem a producéo das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1 e IL-6 (PAIM et al.,, 2011). Essas respostas

iniciais observadas nos animais infectados por R. vitalii contribuem significativamente
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para a evolucdo da infeccdo por influenciar diretamente no curso da infeccdo e por
regulacdo da resposta imune especifica contra o parasita (TITUS et al., 1991).

O excesso de producdo de citocinas pro-inflamatorias observado nesse estudo
nao soO contribui para o controle da infeccdo, mas também para o progresso da doenca,
de forma semelhante ao que ocorre na babesiose (AHMED, 2002). Ainda, 0 aumento
dos niveis séricos de TNF-q, IL-1 e IL-6 podem estar associados com o aparecimento
dos sinais clinicos durante a fase aguda da resposta inflamatéria (anorexia, apatia,
perda de peso e febre (ABBAS et al., 2012), como foi observado nesse estudo.

Nesse estudo foi demonstrado que o aumento das citocinas pro-inflamatérias
coincide com a reducdo da parasitemia no esfregaco sanguineo. Os resultados
encontrados nesse artigo corroboram com os achados de Alves et al. (2009) que
demonstraram associacdo entre a reducdo de parasitemia e o aumento da expressao
das citocinas IFN-y e TNF-a em cées experimentalmente infectados com Leishmania
chagasi. O TNF também desempenha papel no controle da bacteremia na ehrlichiose,
pois camundongos knockout para receptores de TNF foram susceptiveis a infec¢do por
Ehrlichia canis (BITSAKTIS et al., 2004).

E relevante ressaltar que, nos resultados apresentados no primeiro artigo, ocorreu
aumento dos niveis séricos de NOy nos dias 10 (P<0,01) e 20 PI (P<0,05) nos animais
infectados por R. vitali. O NO é um importante mediador citotoxico de células imunes
ativadas, capaz de destruir os agentes patogénicos (DUSSE et al., 2003). Esta espécie
reativa de nitrogénio € sintetizada pelas isoenzimas Oxido nitrico sintase (NOS), que
incluem NOS induzivel (iNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal (nNNOS), que
catalisam a oxidacdo de oxigénio e L-arginina em citrulina e NO molecular (FILHO &
ZILBERSTEIN, 2000). A iINOS é altamente expressa em macrofagos quando ativados
por citocinas pro-inflamatorias (GUZIK et al., 2003). A meia-vida de NO é muito curta, e
a sua determinacao indireta pode ser feita por meio da mensuracao de seus produtos de
oxidagao, nitrito (NO3") e nitrato (NO3’), referido como NOx (TATSCH et al., 2011).

O aumento de NO é mediado pela regulacédo de expressao de INOS em resposta
a secrecao de citocinas pro-inflamatérias pelas células Thl (WANDURSKA-NOWAK,
2004). Sabe-se que nas doencas parasitarias € frequentemente relatada a elevacao da
producdo de NO (NAHREVANIAN, 2009), semelhante ao que ocorre na rangeliose. Foi
observado maior aumento de NO e também das citocinas no dia 20 PI, coincidindo com
a diminuicdo da parasitemia, provavelmente o aumento desses mediadores inflamatérios

€ responsavel pelo controle da parasitemia. Portanto, esse primeiro artigo atribui as
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citocinas e NO func¢bes fundamentais na reducdo e manutencdo da baixa parasitemia
em cées infectados com R. vitalii.

No segundo artigo foi realizado proteinograma, dosagem de proteinas de fase
aguda e imunoglobulinas com o intuito de esmiucar ainda mais o mecanismo de
resposta imune na rangeliose. Nesse segundo artigo foram observadas alteracées no
perfil eletroforético das proteinas séricas de caes experimentalmente infectados com R.
vitalii.

Os niveis séricos de proteina total reduziram nos dias 10 (P<0,01) e 20 PI
(P<0,05) nos animais infectados em decorréncia da reducdo (P<0,01) nos niveis de
albumina no grupo infectado. A hipoproteinemia observada nesse estudo pode ser
atribuida a diminuicdo da albumina. Visto que a albumina é a proteina mais abudante no
soro, constituindo 35% a 50% da proteina total (CERON et al., 2005). Semelhante ao
ocorrido no primeiro artigo, no qual os sinais clinicos foram associados ao aumento das
citocinas pro-inflamatorias, nessa segunda pesquisa a anorexia observada nos animais
infectados foi relacionada a hipoproteinemia (STOCKHAM & SCOTT, 2008). Esses
resultados sdo semelhantes aos observados em outras doencas infecciosas como
Ehrlichia canis (MYLONAKIS et al., 2004) e Babesia canis (GALLEGO et al., 2008). A
albumina é considerada uma PFA negativa, sendo assim, diminui sua concentracao
durante o processo inflamatério e infeccioso (CERON et al., 2005). Portanto, a
hipoalbuminemia evidenciada nos animais infectados pode ser atribuida ao processo
inflamatorio desencadeado por esse protozoario.

PFA é um grupo de proteinas do sangue que pode ter sua concentracao
aumentada (PFA positivas), como proteina C-reativa (PCR), soro amildide A,
haptoglobina, alfa-1 glicoproteina acida (GPA) e ceruloplasmina; ou diminuida (PFA
negativas), tais como albumina e transferrina. As PFA positivas sao glicoproteinas
sintetizadas principalmente por hepatocitos apés estimulacdo por citocinas proé-
inflamatdrias e s&o liberadas para a corrente sanguinea (MURATA et al., 2004; CERON
et al., 2005). Essas proteinas sdo usadas como biomarcadores da inflamacgéo, infeccao
e trauma (ECKERSALL & BELL, 2010). A PCR ¢ a principal PFA positiva de caes e, a
concentracdo de GPA pode ser um marcador alternativo de inflamagdo em caninos
(YUKI et al., 2008). Esse estudo demonstrou aumento (P<0,05) das concentracdes
séricas de PCR e GPA nos animais infectados nos dias 10 e 20 PI. As elevacdes dessas
PFA positivas podem estar correlacionadas ao grau de severidade da inflamacao,

conforme relatado em cées infectados com E. canis (RIKIHISA et al.,, 1994). Nossos
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resultados sugerem que essas PFA podem ser Uteis para monitoramento da resposta
imune na rangeliose. Ainda, no primeiro artigo foi demonstrado aumento de citocinas
pro-inflamatérias na infeccéo por R. vitali em cdes. Sabe-se que essas citocinas séo
responsaveis pela sintese de PFA no figado, portanto, o aumento de PFA positiva
evidenciado nessa segunda pesquisa corrobora com os resultados obtidos de elevacao
das citocinas séricas no primeiro estudo.

A fracdo a-1 globulina aumentou (P<0,01) nos animais infectados no dia 20 PI,
semelhante aos resultados obtidos por Camacho et al. (2005) na babesiose canina.
Essa fragédo € composta por PFA positivas como GPA, a-2 macroglobulina, lipoproteinas,
ceruloplasmina e haptoglobulina (KANECO, 1997). O aumento dessa fragcédo proteica
pode ser relacionado ao acréscimo da GPA observada nesse estudo. GPA é uma PFA
positiva que aumenta em resposta ao processo inflamatorio. A elevacédo dessa PFA foi
observada em caes com ehrlichiose durante a fase aguda da infecgdo (RIKIHISA et al.,
1994). Em contrapartida, a fracdo a-2 globulina decresceu (P<0,05) nos animais
infectados em relacéo ao controle no dia 10 PI. As causas desse decréscimo nao estédo
esclarecidas.

A infeccdo é geralmente associada ao aumento na concentracéo das fracdes (-
globulinas. A fracdo B globulina é composta pelas proteinas transferrina (PFA negativa),
ferritina, PCR, lipoproteinas, fibrinogénio, soro amiloide e complemente (KANECO,
1997). Nesse experimento ocorreu aumento de PCR, similarmente a babesiose
(ULUTAS et al., 2005) e ehrlichiose canina (SHIMADA et al., 2002). Entretanto, nesse
estudo a fracdo B-1 globulina n&o diferiu estatisticamente, enquanto que, a fracado -2
globulina diminuiu (P<0,05) nos caes com rangeliose no dia 10 PI. Uma das razdes para
esta reducdo pode ser a transferrina, esta proteina € uma PFA negativa, no qual seus
niveis diminuem durante os processos inflamatérios agudos, podendo contribuir para a
diminuigdo da fragdo B-2 globulina.

A fracdo y-globulina aumentou (P<0,01) nos animais infectados no dia 20 PI. O
aumento dessa fragéo esta relacionado ao aumento das Igs (IgM, IgG, IgA e IgE) nos
animais infectados durante esse segundo experimento. Ocorreu aumento de IgG nos
dias 10 PI (P<0,05) e 20 PI (P<0,01) no soro dos animais infectados. Foi observado
aumento (P<0,01) nos niveis séricos de IgM, IgA e IgE nos animais infectados nos dias
10 e 20 PI. (P<0,01). IgM aumenta primeiramente a fim de combater diretamente o
agente, como relatado na infeccdo por Babesia bovis (GONCALVES et al.,, 1999) e,
provavelmente nos cdes parasitados por R. vitali. O aumento de IgG pode ser
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relacionado a redugéo da parasitemia, uma vez que essa lg possui grande importancia
no combate a hemoparasitas (CUNHA et al., 2006). IgE estd associada a casos
alérgicos (TIZARD, 2008) e resposta parasitaria, na qual esta classe de IgG
desempenha papel importante na expulsédo de parasitas (BLOCH & MALVEAUX, 1985).
Foi observado aumento de IgE em caes com leishmaniose canina (INIESTA et al, 2005),
corroborando com os achados desse estudo. Os cées nesse estudo apresentaram
diarreia (DA SILVA et al., 2011), um sinal clinico tipico de rangeliose. O parasita pode
invadir as células endoteliais e os 6rgaos, incluindo trato gastrintestinal (FIGHERA et al.,
2010), isso pode permitir a migracdo do parasita as membranas mucosas, justificando o
aumento de IgA.

No artigo 1 ocorreu acréscimo nos niveis de citocinas séricas e producdo de
metabdlitos do oxido nitrico. Da mesma forma que, no segundo artigo foi evidenciado
alteracdo na concentracao das proteinas séricas e estimulacdo da sintese de proteinas
de fase aguda e imunoglobulinas. Essas alteragdes podem contribuir com a resposta
imune do hospedeiro contra o piroplasma, semelhante ao que ocorre em outras

hemoparasitoses.



5 CONCLUSOES

5.1 Artigo1l

e A infeccdo por R. vitali em cdes causa aumento na sintese de citocinas pro-

inflamatoérias e metabdlitos do NO.

e Estas alteracbes podem contribuir para a ativacdo da resposta imune do

hospedeiro contra o parasita.

5.2 Artigo 2

e A infeccdo por R. vitalii causa alteracdes no perfil eletroforético das proteinas

séricas, aumento nos niveis séricos de PFA e Igs.

e O aumento desses parametros imunoldgicos destina-se a combater indiretamente
0 parasita (por meio de ativacdo de outras células) e/ou diretamente (combate o
parasita, no caso das lgs), semelhante ao que ocorre em outras doencas

parasitarias.



6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABATE, O. et al. Canine serum protein patterns using high-resolution electrophoresis
(HRE). Veterinary Journal, v. 159, n. 2, p.154-160, mar. 2000.

ABBAS, A K; LICHTMAN, A.H; PILLAI, S. Cellular and Molecular Immunology, 7 ed.
Philadelphia: Elsevier, 2012. 545p.

AHMED, J.S. The role of cytokines in immunity and immunopathogenesis of
piroplasmoses. Parasitology Research; v 88, p. S48-S50, 2002.

ALVES, C. F et al. Expression of IFN-gamma, TNF-alpha, IL-10 and TGF-beta in lymph
nodes associates with parasite load and clinical form of disease in dogs naturally infected
with Leishmania  (Leishmania) chagasi.  Veterinary Immunology  and
immunopathology, v. 128, p. 349-358, 2009.

BENJAMINI, E.; COICO, R.; SUNSHINE, G. Imunologia. 4. ed. Porto Alegre : ARTMED,
2002. 472 p.

BITSAKTIS, C.; HUNTINGTON, J.; WINSLOW, G. Production of IFN-y by CD4 T cells is
essential for resolving Ehrlichia infection. The Journal of Immunology, v. 172, p. 6894-
6901, 2004.

BLOCH, E.F.; MALVEAUX, F. J. The significance of immunoglobulin E in resistance to
parasitic infections. Annals of Allergy, v. 54, p. 83-93, 1985.

BUSH, B. M. Interpretacdo de resultados laboratoriais para clinicos de pequenos
animais, 1 ed. Sdo Paulo: Roca, 2004. 384 p.

CAMACHO, A. T. et al. Serum protein response and renal failure in canine Babesia
annae infection. Veterinary Research, v. 36,p. 713-722, 2005.

CARINI, A. Noticias sobre zoonoses observadas no Brasil. Revista Médica de Sao
Paulo, v. 22, p. 459-462, 1908.

CARINI, A.; MACIEL, J. J. Contribuicao ao tratamento do nanbyuvu pelo trypamblau.
Revista de Veterinaria e Zootechnia, p. 63-64, 1914.



60

CERON, J. J.; ECKERSALL, P. D.; MARTYNEZ-SUBIELA, S. Acute phase proteins in
dogs and cats: current knowledge and future perspectives. Veterinary Clinical
Pathology, v.34, n. 2, p. 85-99, jun. 2005.

COLLINS, T. Inflamacdo aguda e crbnica. In: Robbins. Patologia estrutural e
funcional. 6 ed. Rio de Janeiro; Guanabara Koogan, p. 45-78, 2000.

COTRAN, R. S.; KUMAR, V.; COLLINS, T. Patologia Estrutural e Funcional. 6 ed. Rio
de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000. 1251p.

CUNHA, C. W. et al. Development of specific Immunoglobulin Ga (IgGa) and (IgGb)
antibodies correlates with control of parasitemia in Babesia equi infection. Clinical and
Vaccine Immunology, v. 13, p. 297-300, 2006.

DA SILVA, A. S. et al. Experimental infection with Rangelia vitalii in dogs: acute phase,
parasitemia, biological cycle, clinical- pathological aspects and treatment. Experimental
Parasitology, v. 124, n. 4, p. 347 — 352, ago. 2011.

DUSSE, L. M. S.; VIEIRA, L. M.; CARVALHO, M. G. Revisdo sobre 6xido nitrico. Jornal
Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 39, n. 4, p. 343-350, 2003.

ECKERSALL, P. D. Recent advances and future prospects for the use of acute phase
proteins as markers of disease in animals. Revue de Médecine Vétérinaire, v. 157, n. 7,
p. 577-584, 2000.

ECKERSALL, P. D. Proteins, proteomics and dysproteinemias. In: KANECO, J. J;
HAVEY, J. W.; BRUSS, M. L. Clinical Biochemistry of Domestic Animals, 6 ed. San
Diego: Academic Press, 2008. cap. 5, p. 117-148.

ECKERSALL, P. D.; BELL, R. Acute phase proteins: Biomarkers of infection and
inflammation in veterinary medicine. The Veterinary Journal, v.185, n. 1, p. 23-27, jul.
2010.

EIRAS, D.F.et al. Primer descripcion de Rangelia vitalii (Protozoa, Piroplasmida) en la
especie canina en Argentina. XIX Reunidén Cientifico Técnica Asociacion Argentina
de Veterinaries de Laboratorios de Diagnodstico. Buenos aires, Argentina.
Proceedings, p. 338, 2012.



61

EISERICH, J.P. et al. Myeloperoxidase, a leukocyte-derived vascular no oxidase,
Science. v. 296, p.2391-2394, 2002.

ERGONUL, S.; ASKAR, T. K. The investigation of heat shock protein (HSP 27),
malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) and interleukin (IL-6, IL-10) levels in cattle with
anaplasmosis. Journal of Faculty of Veterinay Medicine, v. 15, p. 575-579, 20009.

FELDMANN, M. Many cytokines are very useful therapeutical targets in disease. The
Journal of Clinical Investigation, v. 118, n. 11, p. 3533-3536, nov. 2008.

FIGHERA, R. A. Rangeliose. Acta Scientiae Veterinariae, v.35, n. 2, p.261-263, 2007.

FIGHERA, R. A. et al. Patogénese e achados clinicos, hematoldgicos e
anatomopatoldgicos da infeccdo por rangelia vitalii em 35 cées (1985-2009). Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v. 30, n. 11, p. 974-987, nov. 2010.

FILHO, F. R ; ZILBERSTEIN, B. Oxido nitrico: o simples mensageiro percorrendo a
complexidade. Metabolismo, sintese e funcdes. Revista da Associacdo de Medicina
Brasileira, v. 46, n. 3, p. 265-271, 2000.

FRANCA, R. T. et al. Rangelia vitalii, in dog in southern Brazil. Comparative Clinical
Pathology, v. 19, n. 4, p. 383-387, jun. 2010.

FRANCA, R. T. et al. Hematologic and boné marrow changes in dogs experimentally
infected with Rangelia vitalii. Veterinary Clinical Pathology, v. 42, p. 31-39, 2013.

GALLEGO, S. L. et al. Babesia canis canis and Babesia canis vogeli clinicopathological
findings and DNA detection by means of PCR-RFLP in blood from lItalian dogs suspected
of tick-borne disease. Veterinary Parasitology, v. 157, p. 211-221, 2008.

GAO, W.; PEREIRA, M. A. Interleukin-6 is required for parasite specific for parasite
response and host resistance to Trypanosoma cruzi. International Journal for
Parasitology, v. 32, n. 2, p. 167-170, fev. 2002.

GONCALVES, P. M.; PASSOS, L. M. F.; RIBEIRO, M. F. B. Detection of IgM antibodies
agains Babesia bovis in cattle. Veterinary Parasitology, v. 82, p. 11-17, 1999.

GRUYS, E. et al. Acute phase reaction and acute phase proteins. Journal of Zhejiang
University. v.6, p.1045-1056, 2005.



62

GUZIK, T.J.; KORBUT, R.; ADAMEK-GUZIK, T. Nitric oxide and superoxide in
inflammation and immune regulation. Journal of Physiology and Pharmacology, v. 54,
p. 469-487, 2003.

INIESTA, L.; GALLEGO, M.; PORTUS, M. Immunoglobulin G and E responses in various
stages of canine leishmaniosis. Veterinary Immunology and Immunopathology, v.
103, p. 77-81, 2005.

JAIN, N. C. Essentials of Veterinary Hematology. Philadelphia: Lea & Febiger, 1993.
417p.

JANEWAY, C. A. et al. Imunobiologia: o sistema imune na saude e na doenca.
traducdo BONORINO, C. et al. 5.ed. Porto Alegre : ARTMED, 2002. 767p

KANECO, J.J. Serum proteins and the dysproteinemias. In: Kaneco, J.J., Harvey, JW.,
Bruss, M.L. (Eds.), Clinical Biochemistry of Domestic Animals, v 5. San Diego:
Academic Press, p. 117-138, 1997.

KIRAL, F. et al. Dogs with Hepatozoon canis respond to the oxidative stress by increased
production of glutathione and nitric oxide. Veterinary Parasitology, v 131, p. 15-21,
2005.

KRAUSPENHAR, C.; FIGHERA, R. A.; GRACA, D. L. Anemia hemolitica em cées
associada a protozoarios. MEDVEP - Revista Cientifica de Medicina Veterinaria de
Peguenos Animais e Animais de Estimacgéo, v. 1, n. 4, p. 273-281, out./dez., 2003.

KUMAR, V.; ABBAS, A. K.; ASTER, J. C. Robbins Basic Pathology 7ed. Philadelphia:
Saunders/Elsevier, p. 185-208, 2007.

LAMANO, T.L.C. Inflamacdo. Patologia Geral. 2008, 36 p. Disponivel em:
www.forp.usp.br/mef/digipato/Microsoft Word - INFLA.2008.pdf. Acesso em: 9 de
setembro de 2013.

LAWRENCE, T.; GILROY, D.W. Chronic inflammation: a failure of resolution?
International Journal of Experimental Pathology. v.88, p.85-94, 2007.

LEHNINGER. Principios de Bioquimica. 3.ed. S&do Paulo: Sarvier, 2002, 976 p.


http://www.forp.usp.br/mef/digipato/Microsoft_Word_-_INFLA.2008.pdf

63

LEMOS, T. D. et al. Detection and molecular characterization of piroplasms species from
naturally infected dogs in southeast Brazil. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinéria, v.21, n.2, p.137-142, 2012.

LEVINSON, W.; JAWETZ, E. Microbiologia médica e imunologia. 7 ed. Porto Alegre :
ARTMED, 2005. 632 p.

LORETTI, A. P., BARROS, S. S. Parasitismo por Rangelia vitalii em caes (“Nambiuvu”,
“Peste de Sangue”) — uma revisdo critica sobre o assunto. Arquivos do Instituto de
Biologia, v. 71, n.1, p. 101-131, jan./mar. 2004.

LORETTI, A. P.,, BARROS, S. S. Hemorrhagic disease in dogs infected with na
unclassifield intraendothelial piroplasm in southern Brazil. Veterinary Parasitology, V.
134, n. 3-4, p. 193-213, jul. 2005.

MAGEZ, S. et al. Tumor necrosis factor (TNF) receptor-1 (TNFp55) signal transduction
and macrophage-derived soluble TNF are crucial for nitric oxide- mediated
Trypanossoma congolense parasite killing. The Journal of Infectious Diseases, v. 196,
n. 6, p. 954-962, set. 2007.

MOLINARO, E. M.; CAPUTO, L. F. G.; AMENDOEIRA, M. R. R. Conceitos e métodos
para formacéao de profissionais em laboratorios de saude. Rio de Janeiro: FIOCRUZ,
v 4, 2009, 496 p.

MURATA, H.; SHIMADA, N.; YOSHIOKA, M. Current research on acute phase proteins
in veterinary diagnosis: an overview. The Veterinary Journal, v. 168, n. 1, p. 28-40, jul.
2004.

MYLONAKIS, M. E. et al. Chronic canine ehrlichiosis (Ehrlichia canis): a retrospective
study of 19 natural causes. Journal of the American Animal Hospital Association,
v.40, p.174-184, 2004.

NAIRN, R. Imunologia: para estudantes de medicina. Rio de Janeiro : Guanabara
Koogan, 2004. 326 p.

NAHREVANIAN, H. Involvement of nitric oxide and its up/down stream molecules in the
immunity against parasitic infections. The Brazilian Journal of Infectious Diseases , v.
13, p. 440-448, 20009.



64

NAKAMURA, M. et al. C-reactive protein concentration in dogs with various diseases.
The Journal of Veterinary Medical Science, v.70, n. 2, p. 127-131, fev. 2008.

PAIM, F. C. et al. Cytokines in rats experimentally infected with Trypanosoma evansi.
Experimental Parasitology, v. 128, n. 4, p. 365-370, ago. 2011.

PALTRINIERI, S. Early biomarkers of inflammation in dogs and cats: the acute phase
proteins. Veterinary Research Communications, v. 31, n. 1, p. 125-129, 2007.

PETERSEN. H. H.; NIELSEN, J. P.; HEEGAARD, P. M. Application of acute phase
protein measurements in veterinary clinical chemistry. Veterinary Research, v.35, n. 2,
p. 163-187, mar./abr. 2004.

PESTANA, B. R. O nambyuvu (nota preliminar). Revista da Sociedade Cientifica de
Sao Paulo, v. 5, p. 14 - 17, 1910.

RIKIHISA, Y. et al. C-reactive protein and alpha 1-acid glycoprotein levels in dogs
infected with Ehrlichia canis. Journal of Clinical. Microbiology. v. 32, p. 912-917,
1994.

ROITT, I. M.; BROSTOFF, J.; MALE, D. Imunologia. 6. ed. Barueri : Manole, 2003. 481
p.

SARASUA, L. M.; DONATI, N. R. Constatacion de babesiosis canina en el Departamento
de Artigas (Uruguay). Veterinaria, v. 12, p. 137-139, 1976.

SHIMADA, T. et al. Monitoring C-reactive protein in beagle dogs experimentally
inoculated with Ehrlichia canis. Veterinary Research Communications, v. 26, p. 171-
177, 2002.

SHODA, L. K. M. Babesia bovis-stimulated macrophages express interleukin-1(3,
interleukin-12, tumor necrosis factor alpha, and nitric oxide and inhibit parasite replication
in vitro. Infection and Immunity, v. 68, p. 5139-5145, 2000.

SOARES, J. et al. Detection and molecular characterization of a canine piroplasm from
Brazil. Veterinary Parasitology, v. 180, n. 3, p. 153-167, jul. 2011.

SOARES, J. F. et al. Caracterizacdo morfolégica, molecular e estudos dos ixodideos
vetores de Rangelia vitalii. XVII Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterinaria,



65

2012, S&o Luis-MA. Anais do XVII Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, p.
132, 2012.

STOCKHAM, S. L.; SCOTT, M. A. Fundamentals of Veterinary Clinical Pathology,
lowa: lowa State Press, 2008, 610p.

TATSCH, E. et al. A simple and inexpensive automated technique for measurement of
serum nitrite/nitrate. Clinical Biochemistry. v.44,n. 4, p. 348— 350, mar. 2011.

TAJIMA, T.; RIKIHISA, Y. Cytokine Responses in Dogs Infected with Ehrlichia canis
Oklahoma Strain. Annals of The New York Academy of Sciences, v. 1063, p. 429-432,
dez. 2005.

THRALL, M. Hematologia e Bioquimica Clinica Veterinéria. 1 ed. S&o Paulo: Roca,
2007, p. 181.

TITUS, R. G.; SHERRY, B.; CERAMI, A. The involvement of TNF, IL-1 and IL-6 in the
immune response to protozoan parasites. Immunology Today, v. 12, p. A13-A16, 1991.

TIZARD, I. R. Veterinary Immunology: An Introduction. 8a ed. Philadelphia: Elsevier
(Saunders), 2008. 147p.

ULUTAS, B. et al. Serum concentration of some acute phase proteins in naturally
occurring canine babesiosis: a preliminary study. Veterinary Clinical Pathology, v. 34,
p. 144-147, 2005.

WANDURSKA-NOWAK, E. The role of nitric oxide (NO) in parasitic infections.
Wiadomosci Parazytologiczne, v. 50: p. 665-678, 2004.

YUKI, M. et al. Isolation, characterization and quantitation of canine alpha-1-acid
glycoprotein. Veterinary Research Communications, v.32, n. 7, p. 533-542, 2008.



