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O parasito Rangelia vitalii € o agente etioldgico da rangeliose, uma enfermidade que cursa com
uma grande variedade de sinais clinicos, incluindo desordens hemostaticas caracterizadas por
sangramentos. Entretanto, as causas das alteracdes no processo hemostético nessa doenca ainda néo
foram esclarecidas. O objetivo deste estudo foi avaliar os distdrbios hemostaticos através da producgao de
megacariocitos e contagem de plaquetas, a coagulacdo sanguinea, a atividade plaguetéaria e determinar a
atividade das enzimas que hidrolisam nucleotideos e nucleosideo de adenina em plaquetas de caes
infectados experimentalmente com R. vitalii. Para este estudo, 12 caes foram separados em dois grupos:
Grupo A foi composto por cinco cées saudaveis, e grupo B com sete cées infectados experimentalmente
com R. vitali. Ap6s inoculagdo, os animais foram monitorados quanto a parasitemia por esfregaco
sanguineo. O parasito foi encontrado no interior de hemécias, neutrofilos e mondcitos cinco dias pos-
inoculacéo (PI). As coletas de sangue para a realizacdo da contagem plaquetéria, testes de coagulacéo e
mensuracdo da agregacédo plaquetaria foram realizadas nos dias 0, 10 e 20 PI. Nos dias 10 e 20 PI, ap6s
esse procedimento, os cdes foram anestesiados para coleta do aspirado de medula 6ssea com a
finalidade de avaliar a produgcdo de megacariocitos. Para avaliar a atividade das ectonucleotidases e
adenosina desaminase, as coletas de sangue foram realizadas nos dias 12 e 21 Pl. Este estudo
demonstrou reducao (P<0,01) no nimero de plaquetas entre o grupo infectado em relacéo ao controle. Os
tempos de protrombina e de tromboplastina parcial ativado ndo apresentaram diferenca significativa entre
animais infectados e controles. Ocorreu aumento (P<0,01) do numero de megacariécitos no grupo
infectado quando comparado com o controle. Foi observado uma diminuicdo (P<0,01) na agregacao
plaquetaria em cées infectados por R. vitalii. A hidrélise de ATP, ADP, AMP e desamina¢&o da adenosina
foram reduzidas (P<0,01) no dia 12 PI quando comparadas com o grupo controle. No dia 21 PI, a atividade
da adenosina desaminase manteve-se reduzida (P<0,01), enquanto que ocorreu aumento (P<0,05) na
atividade da ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase). A partir dos resultados, pode-se
concluir que a rangeliose é responsavel por grave trombocitopenia na fase aguda da infec¢do, a qual pode
estar associada ao sequestro e/ou destruicdo imunomediada e, que alteragBes no sistema purinérgico
contribuem para a ocorréncia das desordens hemostéticas observadas na infeccdo pelo parasito R. vitalii.

Palavras — chave: rangeliose, megacaridcitos, trombocitopenia, coagulacdo, adenosina,

ectonucleotidases, adenosina desaminase.
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The parasite Rangelia vitalii is the etiologic agent of rangeliosis, a disease that leads to a wide
variety of clinical signs, including hemostatic disorders characterized by bleeding. However, the causes of
this process have not been established. The aim of this study was to evaluate the production of
megakaryocytes, platelet count, clotting time, platelet activity and to determine the activity of enzymes that
hydrolyze nucleotides and adenine nucleosides in platelets of dogs experimentally infected with R. vitalii.
For this study, 12 dogs were separated in two groups: Group A was composed by five healthy dogs, and
group B composed by seven dogs experimentally infected with R. vitalii. After inoculation, the animals were
monitored by blood smears. The parasite was found within erythrocytes, neutrophils and monocytes five
days post-inoculation (PI). Blood collection to perform platelet count, coagulation tests and measurement of
platelet aggregation was performed on days 0, 10 and 20 PI. On days 10 and 20 PI, after this procedure,
the dogs were anesthetized for collecting bone marrow samples to evaluate the production of
megakaryocytes. To measure the activity of ectonucleotidases and adenosine deaminase, blood samples
were collected on days 12 and 21 Pl. Blood samples were stored in tubes containing EDTA to
guantification of platelets, evaluation of platelet aggregation and measurement of enzymatic activity. The
blood was stored in tubes containing citrate for realization of the clotting time. This study revealed a
reduction (P<0.01) of platelet numbers in the infected group when compared to control group. Prothrombin
time and active partial thromboplastin time showed no significant difference between infected and control
animals. There was an increase (P<0.01) in the number of megakaryocytes in infected group when
compared with control group. A reduction (P<0.01) of platelet aggregation was observed in dogs infected
with R. vitalii. The hydrolysis of ATP, ADP, AMP and deamination of adenosine decreased (P<0.01) on day
12 PI. On day 21 PI, the activity of adenosine deaminase remained reduced (P<0.01), whereas it was
observed an increase (P<0.05) in NTPDase levels. From these results, we can conclude that rangeliosis is
responsible for severe thrombocytopenia during the acute phase of infection, and this can be due to splenic
sequestration and/or immune-mediated thrombocytopenia. Also, alterations in purinergic system contribute
to the occurrence of hemostatic disorders observed in this disease.

Keywords: rangeliosis, megakaryocytes, thrombocytopenia, coagulation, adenosine.
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1 INTRODUCAO

LA LT ”

“Nambiuvu”, “peste do sangue”, “febre amarela dos cées” sdo alguns dos nomes
dados a rangeliose, uma doenca causada pelo protozoario Rangelia vitalii, pertencente
ao filo Apicomplexa, ordem Piroplasmorida. Esta enfermidade € exclusiva de cées e
pouco descrita na literatura (PESTANA, 1910; CARINE & MACIEL, 1914; LORETTI &
BARROS, 2005).

Um dos primeiros relatos dessa afeccdo ocorreu ainda no inicio do século
passado, em 1908, e foi denominada “nambiuvy” ou febre amarela dos caes, sendo
descritos os sinais clinicos de apatia, temperatura elevada, ictericia e hemorragias da
pele e narinas nos animais infectados (CARINI, 1908). Em 1910, foi realizada a
taxonomia do parasito, nomeando o0 agente causador como Piroplasma vitalii
(PESTANA, 1910). Quatro anos mais tarde, ocorreu nova publicacdo sobre a doenca,
propondo que o piroplasma causador da doenca passasse a ser chamado de Rangelia
vitalii (CARINI & MACIEL, 1914).

N&o existe consenso sobre o ciclo de vida e a taxonomia desse organismo até o
momento. E descrito que seu ciclo de vida consiste de uma fase de desenvolvimento
intraeritrocitaria e outra extraeritrocitaria, ocorrendo no citoplasma de células endoteliais
(LORETI & BARROS, 2005). Uma hip6tese é de que o protozoario seja transmitido pelos
carrapatos ixodideos Rhipicephalus sanguineus e/ou Amblyomma aureolatum, tendo
como base infestacfes concomitantes encontradas em cées afetados e, especialmente,
na estacdo do ano em que ocorre a patologia (LORETTI & BARROS, 2004). Porém, até
0 momento nada foi comprovado.

A filogenética da R. vitalii através da analise molecular, tendo como referéncia
fragmentos 18S rRNA e da proteina de choque térmico 70 (hsp70), ampliada por PCR
(reacdo em cadeia da polimerase), foi recentemente realizada em estudo de amostras
de sangue provenientes de cinco cées suspeitos de infeccdo pelo parasito. A analise
inferida resultou na descricdo de uma nova sequéncia genética classificada dentro do
género Babesia, e concluiu que o R. vitalii agente etiologico da rangeliose é uma espécie
valida de piroplasma. Entretanto, ratifica a necessidade de novos estudos do género
Rangelia (SOARES et al., 2011).
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A rangeliose possui trés formas clinicas: aguda, subaguda e crénica. A primeira
manifesta sinais clinicos de apatia, anorexia, febre, fraqueza e mucosas palidas que
rapidamente se tornam ictéricas. Nesse caso, a morte ocorre entre trés a cinco dias. A
forma subaguda caracteriza-se por sinais semelhantes, associados a hemorragias pela
boca, nariz e pele (Figura 1A); dai a denominagdo “nambiuvy”, palavra indigena que
significa “orelha que sangra”. Ja na forma crbnica o animal apresenta apenas picos
febris (KRAUSPENHAR et al., 2003; FIGHERA et al., 2010).

Os achados hematolégicos incluem evidéncia de anemia hemolitica
imunomediada, caracterizada por anemia regenerativa com esferocitose e
eritrofagocitose (KRAUSPENHAR et al., 2003). Os animais infectados naturalmente
apresentam anemia macrocitica hipocrémica, anisocitose e policromasia, leucocitos
dentro dos limites fisiolégicos e trombocitopenia (FRANCA et al., 2010).

Tentativas de diagnostico clinico da infeccdo pela R. vitali tém sido
fundamentadas no histérico, sinais clinicos, hemograma e resposta favoravel a terapia
(LORRETI & BARROS, 2004). O diagnéstico definitivo esta firmado no esfregaco de
sangue periférico onde o protozoario é observado nos macréfagos, neutréfilos (Figura

1B) e eritrocitos (FRANCA et al., 2010) e na avaliacao histopatoldgica, apds a necropsia,

onde o protozoario é encontrado nas células endoteliais dos capilares sanguineos,
linfonodos e medula 6éssea (KRAUSPENHAR et al., 2003; LORETTI & BARROS, 2005;
FIGHERA et al., 2010).

B
¢ kX
.g? “'

. @

.
Figura 1 — Cédo com presenca de hemorragia na orelha (A), Esfregaco de sangue

periférico com a presenca de R. vitalii em leucocitos (seta)(B).
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Na necropsia, os achados incluem mucosas palidas a ictéricas, esplenomegalia,
linfadenopatia, medula éssea vermelha preenchendo todo o canal medular. Nos pulmdes
observa-se acumulo de liquido. Nos casos mais graves, ocorre presenca de espuma
amarela na tragueia e grandes brénquios. Todos os cées apresentam algum grau de
hemorragia nas visceras, mucosas e pele (LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA et al.,
2010).

Quando ocorre dano a um vaso sanguineo, 0s componentes de sua matriz
subendotelial sdo expostos ao sangue (GALE, 2011). A interacdo dos elementos
sanguineos com a parede vascular que sofre injiria media o processo hemostatico
(RUMBAUT & THIAGARAJAN, 2010). A hemostasia é o processo fisioldgico que
interrompe 0 sangramento no sitio do tecido danificado, enquanto mantém o fluxo
sanguineo normal em outros locais do sistema circulatorio. Esse processo é ativado em
segundos apos a violacao da integridade vascular e se mantém localizado. Inicialmente
0 coagulo sanguineo é composto por plaquetas e fibrina (GALE, 2011). O dano causado
a parede vascular leva a interacdo complexa de quatro componentes chaves: endotélio
vascular, plaquetas, via de coagulacdo e, finalmente, a fibrindlise (EYRE & GAMLIN,
2010).

O Vaso sanguineo é composto por trés camadas: a camada mais interna
composta por células endoteliais, uma membrana basal interna, o musculo liso e a
membrana adventicia externamente (Van HINSBERGH, 2001). Somente uma Unica
camada de células endoteliais cobre todo o sistema vascular. A estrutura dessas células
e a sua integridade funcional sédo importantes na manutencédo da parede do vaso e na
funcdo circulatéria, entretanto o endotélio ndo € inerte. As células endoteliais séo
dinAmicas e desempenham funcdo metabdlica e sintética. Exercem significativas
atividades autécrinas, paracrinas e enddcrinas, influenciando as células musculares
lisas, plaquetas e leucadcitos periféricos (GALLEY & WEBSTER, 2004).

Esse endotélio vascular encontra-se estrategicamente localizado na interface
entre o tecido e o sangue e, como tal, estd em uma posicao ideal para modular a funcéo
de varios orgdos. Em condi¢gbes normais, proporciona uma superficie ndo trombogénica,
impedindo que as plaguetas ou outras células sanguineas se juntem, ndo ativando a
coagulacdo sanguinea. Uma variedade de fatores anticoagulantes, fibrinoliticos e
antiplaquetéarios sado considerados como sendo responsaveis por essa condi¢cdo (WU &
THIAGARAJAN, 1996).
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As células endoteliais vivas sdo necessarias para evitar a formacdo de trombos,
mantendo, assim, a fluidez sanguinea. I1sso s6 é possivel porque o endotélio controla o
extravasamento de liquidos, solutos, horménios e macromoléculas, bem como plaquetas
e células sanguineas (Van HINSBERGH, 2011).

Quando o tecido subendotelial torna-se exposto em decorréncia de uma perda na
continuidade do endotélio, ou quando ocorre a expressdao do fator tecidual por
macrofagos ativados, a cascata de coagulacdo é desencadeada, ocorrendo também a
ativacdo plaquetaria. Em decorréncia do inicio do processo de coagulacéo, a fibrina é
formada, a qual em conjunto com as plaquetas ativadas forma o tampédo plaquetario
(Van HINSBERGH, 2011).

Plagquetas que participam ativamente do processo hemostatico sdo fragmentos
citoplasmaticos derivados de megacariocitos, com um tempo de maturacdo de quatro a
cinco dias (GEORGE, 2000). Os megacariocitos tém origem de células-tronco
comprometidas na proliferacdo de linhagem de progenitores de megacaridcitos
localizados dentro da medula 6ssea (NUTT et al., 2005). Esses progenitores passam por
um processo de proliferacdo e maturacdo, que finaliza com a liberacdo de particulas de
seu citoplasma na corrente sanguinea. Tais particulas possuem caracteristicas
citoplasmaticas, estruturais e funcionais necessarias para realizar suas fungdes (PATEL
et al., 2005). Um megacaridcito pode ser classificado basicamente em trés estagios de
desenvolvimento: megacarioblasto, pré-megacariocito e megacariocito maduro. O
megacarioblasto possui uma elevada propor¢éo nucleo/citoplasma. Nessa fase o nucleo
€ compacto, lobulado, em forma de rim, o citoplasma € basofilico e seu diametro pode
atingir o tamanho de 20um. Na fase seguinte, pro-megacariécitos, granulos azuroéfilos
comecam a ser observados e o nucleo adquire a forma de ferradura. A etapa final de
seu desenvolvimento é a de um megacariocito granular (STIFF, 1990).

No megacariocito, a massa citoplasmatica forma longas projec¢des para dentro da
microcirculagdo da medula Ossea. Isto, deve-se a essas células estarem localizadas
préximas das paredes sinusoidais, 0 que facilita a saida de segmentos citoplasmaticos
para a circulacdo (BEHNKER & FORER, 1998). As proje¢fes sdo chamadas de pro-
plaguetas (ITALIANO & SHIVDSANI, 2003). A forca de cisalhamento do sangue
circulante ira causar a sua fragmentacdo (BEHNKER & FORER, 1998). O megacariocito
normal pode ser facilmente reconhecido ao ser aspirado da medula éssea devido as
suas caracteristicas morfolégicas: tamanho grande, citoplasma abundante e nucleo
grande (ZUCKER-FRANKLIN & PHILIPP, 2000). Sdo as maiores ceélulas
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hematopoiéticas que residem na medula 6ssea, o seu tamanho pode variar entre 20 e
100um (LEVINE et al.,, 1982). Os megacariocitos constituem menos de 0,1% da
populacédo das células da medula 6ssea (STIFF, 1990).

A trombopoietina, uma citocina produzida predominantemente no figado, é o
principal horménio envolvido no controle da diferenciagdo dos megacariocitos
(KAUSHANSKY, 2005). O estagio final de seu desenvolvimento é caracterizado pela
liberacdo de plaguetas para os espacos sinusoidais (Figura 2). Cada megacariocito pode
produzir entre 1000 e 1500 plaquetas (STIFF, 1990).

Células sanguineas desenvolvendo - .

—l Megacariécito 3 — \
Célula endotelial do Q ,‘\ »
« ~
-~ .

Vg
sinuséide LU)
~~<

Vaso Sanguineo na
medula dssea

Figura 2 - Fluxo de cisalhamento gerando plaguetas nos
sinusdides da medula 6ssea (adaptado de Geddis e
Kaushansky, 2007)

A megacariopoiese e 0s megacariocitos podem ser afetados por inameras
patologias, as quais podem causar disparidade de diferenciacédo, proliferacdo e
maturacdo dessas células na medula éssea (SUN et al.,, 2000). Infec¢cBes por virus,
micoplasma, rickettsias e protozoarios podem levar a lesdo de medula com consequente
reducdo na producdo de megacariocitos e trombocitopenia (BAHNER et al., 1997).

As plaquetas foram descritas pela primeira vez por observacdes de Bizzozero no
final de 1800. Esse pesquisador ndo soO identificou as plaquetas como corpusculos
distintos dentro do sangue, mas também demonstrou que as plaquetas sao
responsaveis pela formacdo de trombos dentro de areas danificadas do endotélio
vascular (HARRISON, 2004). Sao as plaquetas os menores componentes do sangue,
seu tamanho pode variar de 2 a 4um e sédo consideradas fragmentos citoplasmaticos de

megacariocitos, com um tempo de maturacdo de quatro a cinco dias. Seu periodo de
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vida é de aproximadamente 10 dias na circulacao periférica (JOHNS, 2004). ApGs esse
tempo serdo eliminadas por fagocitose mediada por macréfagos (KAUSHANSKY, 2008).

Com base em observacédo através de microscopia eletrénica, a plaqueta pode ser
dividida em trés zonas anatomicamente distintas: membrana, citoesqueleto e organelas
(Quadro 1) (JOHNS, 2004). A membrana consiste de uma bicamada de fosfolipideos
tipica que contém glicoproteinas de membranas (WHITE & CLAWSON, 1980). Possui
um sistema de canais abertos e invaginacdes, fazendo com que a superficie de contato
com o ambiente plasmatico seja igual ou superior ao de células com dimensdes maiores
(POLASEK, 2006). Também é na membrana que estdo presentes receptores de
glicoproteinas tais como, GPlb, GPIIb, GPllla, GPIX (JOHNS, 2004). O citoesqueleto &
composto por microtibulos e microfilamentos. Esses servem para manter a forma
discoide deste fragmento celular e fornecer capacidade contratil. Finalmente a terceira
regido anatdbmica, a das organelas, esta constituida basicamente por granulos (JOHNS,
2004).

Apoés ocorrer um dano a parede vascular, as plaguetas sdo submetidas a uma
resposta em série, altamente regulada e funcional que inclui: adesao, ativacdo, reacéo
de liberacdo e agregacdo decorrente da exposicdo a superficie pro-coagulante. O
objetivo é a rapida formacdo de um tampdo hemostatico que obstrui o local do dano,
prevenindo a perda de sangue (HARRISON, 2004).

As Plaquetas ndo interagem com a parede vascular intacta em circunstancias
fisioldgicas. Entretanto, quando a parede vascular sofre injuria e o endotélio é rompido,
ocorre uma rapida e complexa interacdo entre plaquetas circulantes e estrutura
subendotelial exposta. Essa interacdo é mediada por varios receptores celulares
posicionados sobre a superficie das plaquetas ou células endoteliais e proteinas
adesivas como o fator de von Willebrand (FVW) e o fibrinogénio, resultando, finalmente,
na adesdo das plaquetas a parede vascular (LOWENBERG et al, 2010).

O FvW é uma glicoproteina adesiva sintetizada pelos megacariocitos e células
endoteliais, sendo continuamente secretada ou destinada para estocagem em organelas
no endotélio, denominadas de corpos Weibel-Palade ou a-granulos dos megacariocitos
e plaquetas (RUGGERY, 1999). E por meio da ligacdo de colageno, plaquetas e FVW,
gue este ird servir como uma molécula ponte entre as plaquetas e a matriz
subendotelial, mediando a adeséo de plaquetas a parede do vaso (WARE & HEISTAD,
1993). O FWW ¢é o principal determinante proteico de adesdo plaquetaria, que

inicialmente ocorre em forma de uma camada simples (GENTRY, 2000).
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Quadro 1 — Anatomia das plaquetas

Zona Estrutura primaria Componentes Funcao
Mucopolissacarideos para
Membrana plasmatica absorcao de proteinas pro-
coagulantes do plasma = =
Membrana Microtubulos e microfilamentos Adesalg euz?érlﬁgagao
Membrana plaqueta plag
para estrutura e suporte
Submembrana Receptor de glicoproteinas (GP)
Citoesqueleto Microfilamentos Manter a forma c
promover contracao
Albumina
Alfa-2 antiplasmina
Clinibidor de esterase
Fator plaquetario 4 (PF4)
Alfa granulos Beta tromboglobulina secundaria e agregacao
Fator de crescimento de plaquetas
Organelas Fibrinogénio
Fator V
Fibronectina
VWEF antigeno
ATP
ADP Fonte promotora de
Corpos densos ) energia, adesao de
Serotonina plaquetas
Célcio

(Adaptado de Johns, 2004).

O FvW facilita a adesao inicial através da ligacdo de glicoproteinas do complexo
GPIb, GPIX e GPV (Figura 3), especialmente em condi¢cdes elevadas de cisalhamento.
Essas interacfes permitem que as plaguetas desacelerem o suficiente possibilitando
gue outras ligacbes possam ocorrer, resultando em uma aderéncia estatica (BOLTON-
MAGGS et al., 2006).

Apoés a adesdo, as plaquetas sdo ativadas por inUmeros agonistas como difosfato
de adenosina (ADP) e colageno presente no local da injuria. Esses ativam as plaguetas,
através da ligacdo com receptores especificos localizados sobre a sua membrana. A
ocupacdo dos receptores leva a um aumento na concentracdo de calcio intracelular
(VARGA-SZABO et al.,, 2009). O aumento do célcio livre leva a uma mudanca na
conformacdo desses fragmentos celulares (GRYGLEWSKI, 2008). A mudanca na

conformacao faz com que as plaquetas passem de uma forma discoéide para esférica
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(GENTRY, 2000). Na fase inicial, sdo emitidos pseudopodes, logo em seguida, ha um
rearranjo das proteinas do seu citoesqueleto (actina e miosina), transformando esses
fragmentos celulares normalmente discéides em esferas espiculadas e compactas com

longas extensdes dendriticas que facilitam sua adesdo (GEORGE, 1990).

P;!bel na Adcséo e Coesdo plraque-

= Estabilizacdo
agregagdo Translocagdo ta a plaqueta
Interagdo - Fibronectina, a., B,- Fibronectina,
fator/ligante Ge I/V/IX - EvW %an Py T FuwW e > fibrinogénio
Integrina «., B. GP Ib/V/IX FvW Fibrinogénio Fibronectina &x - granulos
v 18] . = g 8 =

Figura 3 - Ligantes e receptores envolvidos na adesao

plaquetéria (adaptado de Jackson, 2007).

A ligacdo do FvW subendotelial ao complexo GPIb-V-IX localizado na membrana
da plaqueta é insuficiente para mediar adesao estavel. Entretanto, € fundamental para
manter as plaguetas em contato intimo com a superficie vascular danificada na fase
inicial do processo hemostatico. A adeséo da plaqueta leva a sua ativacdo através de
uma cascata metabdlica interna (FURIE & FURIE, 2007).

Sinais intracelulares sédo desencadeados com objetivo de deslocar integrinas das
plaquetas para um estado de alta afinidade e induzir a liberacdo de mediadores
secundarios como ADP e tromboxano A, (TXA;). Esses agonistas em conjunto com a
trombina contribuem para a ativacao celular, estimulando receptores que juntamente
com a proteina G, ocasionam eventos sinalizadores para induzir a ativagéo total (FURIE
& FURIE, 2007). O ADP tem papel fundamental no processo de ativagcao, agindo sobre
0s receptores purinérgicos P2X;, P2Y; e P2Y1,, localizados na superficie das plaquetas,
gue agem sinergicamente na mudanca da conformacéo, prolongando a ativacdo e
tornando-a irreversivel (GACHET, 2008).

O TXA; é produzido a partir do acido araquiddnico oriundo dos fosfolipideos

localizados na membrana plaquetaria, através da fosfolipase A, citoplasmatica. O &cido



20

araquidénico é metabolizado pela ciclo-oxigenase-1 (CO0X-1) dai para prostaglandina e
TXA,. Essa molécula atua sobre a ativacdo plaquetéria, agindo sobre receptores de
superficie especificos (PAPATHANASIOU et al, 2009). A fosfolipase A, é estimulada
pelo aumento do célcio intracelular (GRYGLEWSKI, 2008).

Durante a mudanca de forma das plaguetas, os granulos contidos em seu
citoplasma séo centralizados e seus contetudos séo liberados no lumen do sistema de
canais abertos, e posteriormente sdo liberados para o exterior, em um processo
chamado de reacdo de secrecdo (GRYGLEWSKI, 2008). As plaquetas ativadas
aumentam a secrecao de substancias biologicamente ativas armazenadas ou recém
sintetizadas dentro dos seus granulos (JENNINGS, 2009). Duas principais populacdes
de granulos estdo evidentes em plaquetas ndo ativadas; eles diferem em estrutura,
contetdo, cinética de exocitose e funcdo. Esses granulos servem como vesiculas
secretorias, liberando seus componentes para o fluido extracelular. Eles também
possuem a funcdo de liberar moléculas para a membrana plasmatica das plaquetas
(RUMBAUT & THIAGARAJAN, 2010).

Os alfa-granulos contém a maioria dos fatores plaguetarios envolvidos na
hemostasia, incluindo grandes peptideos, como trombosponina; p-selectina; fator
plaquetario 4 e beta-tromboglobulina e fatores envolvidos na coagulacdo (Fator V, X,
XIll, fibrinogénio, FVYW e cininogénios). Além disso, possuem moléculas de adesdo que
atuam na interacdo plaquetaria com a parede vascular, tais como fibronectina e
vitronectina. A membrana dos alfa-granulos contém glicoproteinas como a GPIb, GPVI,
GPIlIb/llla e P-selectina que, durante a ativacéo, serdo expressas sobre a membrana das
plaquetas (MAYNARD et al., 2007).

Os granulos densos possuem elevada concentracdo de célcio, fosfato,
nucleotideos de adenina (trifosfato de adenosina (ATP) e difosfato de adenosina (ADP))
e serotonina. Também contém moléculas de adeséo: GPIb, GPllb/llla e P-selectina.
Durante a ativacdo plaquetaria, as proteinas de membrana dos granulos densos sao
incorporadas a membrana plasmatica das plaguetas e o seu conteudo € liberado para o
meio extracelular. O ADP e o ATP contidos nos granulos densos estdo envolvidos
primariamente no processo hemostatico (CLEN et al., 2000).

A ativacdo plaquetaria € um fator critico para que ocorra a agregacdo das
plaquetas, pois ADP, TXA; e fibras colagenas sdo mediadores potentes nesse processo.
O TXA, promove agregacdo de plaquetas através da estimulacdo de proteinas-G

acopladas aos receptores na membrana das plaquetas. A ligagdo TXA, aos seus
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receptores leva a ativacdo da fosfolipase C que induz a expressao do complexo-G
responsavel por mediar agregacéao plaquetaria (ARMSTRONG & GOLAN, 2007).

As plaguetas ndo devem somente ser habeis para desenvolver contato adesivo,
mas também sustentar esse contato com o local da injaria, o que ocorre através da
formacao de agregados (BRASS et al., 2005). A agregacéo envolve a interacdo plaqueta
a plaqueta e é necesséria para que ocorra uma hemostasia efetiva apds a adesao inicial
de plaquetas ao local da injuria (VARGA-SZABO et al., 2009). A principal molécula
envolvida na agregacéo € a proteina de membrana do complexo GPIIb-llla. Essa € uma
integrina presente em grande quantidade nas plagquetas, tanto sobre sua membrana
plasmatica como nos alfa-granulos (NIIYA et al., 1987). A ativacao plaquetaria através
de seus agonistas induz mudanca na conformacédo do complexo GPIlIb-llla, o qual torna-
se competente para ligar-se ao fibrinogénio (MA et al., 2007). Assim, a agregacao de
uma plagueta a outra ocorre através de uma ponte da molécula de fibrinogénio com o
complexo GPlIb-llla funcional (ARMSTRONG & GOLAN, 2001). Finalmente, a
membrana da plaqueta transforma-se em uma superficie rica em fosfolipideos sobre
ativacdo. Essa superficie carregada negativamente € necessaria para montagem da
ativacdo dos fatores de coagulacdo que, por sua vez, € requerida para geracao de
trombina. As plaquetas formam uma forte ligagcdo entre o processo de hemostasia
primaria e secundaria (LOWENBERG & MEIJERS, 2010).

A hemostasia primaria refere-se a agregacédo e formacéo do tampéao plaquetario.
As plaquetas sdo ativadas e, como resultado, elas se aderem ao local da injuria
vascular, e também uma a outra tamponando a area com dano, como descrito
anteriormente. Ja a hemostasia secundaria refere-se a deposicéo de fibrina insoltvel, a
gual é gerada através da cascata proteolitica da coagulacdo (Figura 4). A fibrina
insoltuvel forma uma malha que é incorporada em torno do tampao de plaquetas. Esta
malha serve para fortalecer e estabilizar o coagulo sanguineo. Esses dois processos
ocorrem simultaneamente e estdo mecanicamente interligados (GALE, 2011).

O objetivo da hemostasia secundéaria (cascata de coagulagéo) € a formacéo de
um coagulo de fibrina estavel no local da injuria vascular. Essa cascata de coagulacao é
uma sequéncia de eventos enzimaticos. A maioria dos fatores que participam dessa
cascata é sintetizada no figado e circula como pré-enzimas que sao proteoliticamente
clivadas, tornando-se ativadas por fatores ativados que as precedem na cascata de

coagulacdo. Essa reacdo de ativagédo €é catalitica, ampliando o processo rapidamente e
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gerando grande quantidade de fibrina no local da lesdo (ARMSTRONG & GOLAN,
2001).

Via Intrinseca Via extrinseca
Contato Lesao vaso
Xll —> Xlla FT + VII
‘l’ Via Comum
XI —> Xla
¥ X
IX ﬁ
IXa+ VIl —— «——— FT+Vla
FP3+ Ca* Ca*
Xa
Xa+ Va
FP3 + Ca* X
Protrombina (I1) ‘L > Trombina (lla) —> ‘lf
Xllla
/ W Fibrina
Fibrinogénio (1) > Fibrina ——3 Estivel

Figura 4 - Cascata de coagulacdo. Via intrinseca e extrinseca (adaptado de Adams e
Bird, 2009).

O objetivo da hemostasia secundaria (cascata de coagulacédo) é a formacédo de
um coagulo de fibrina estavel no local da injaria vascular. Essa cascata de coagulacao é
uma sequéncia de eventos enzimaticos. A maioria dos fatores que participam dessa
cascata é sintetizada no figado e circula como pro-enzimas que séo proteoliticamente
clivadas, tornando-se ativadas por fatores ativados que as precedem na cascata de
coagulacdo. Essa reacdo de ativagéo €é catalitica, ampliando o processo rapidamente e
gerando grande quantidade de fibrina no local da lesdo (ARMSTRONG & GOLAN,
2001).

A cascata de coagulagdo tem sido dividida tradicionalmente em via extrinseca e
intrinseca, tal divisdo é resultado de testes “in vitro” (ARMSTRONG & GOLAN, 2001).
Entretanto, essa descricdo classica tem sido largamente ignorada, ja que ndo esta
relacionada com o processo que ocorre “in vivo”. Contudo, esse conceito permanece
ainda util para o entendimento da acdo de anticoagulantes e dos estudos da cascata da
coagulacao (CURRY & PIERCE, 2007).
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A via intrinseca é ativada “in vitro” pelo fator Xl (fator de Hageman), enquanto
gue a via extrinseca € iniciada “in vivo” pelo fator tecidual, uma lipoproteina expressa por
leucécitos ativados, células endoteliais ativadas, células musculares lisas subendoteliais
e fibroblastos subendoteliais no local da injaria vascular (ARMSTRONG & GOLAN,
2001).

A hemostasia € um processo dividido em: (a) hemostasia primaria que comeca
imediatamente apos a lesdo endotelial e € caracterizada por vasoconstricdo, adesao e
agregacdo plaquetaria, resultando na formacdo de um tampdo de plaquetas, (b)
hemostasia secundaria ou coagulacao e (c) fibrindlise (KRIZ et al., 2009). Esse processo
€ mantido através do equilibrio entre coagulacdo e fibrindlise (HUANG et al., 2001).
Cées infectados pela R. vitalii apresentam alteracdes no seu processo hemostatico,
podendo desenvolver doenca hemorragica, semelhante a observada em casos de
coagulacao intravascular disseminada (FIGHERA, 2007).

Em estudo de 10 casos de infec¢do por R vitalii no periodo de 2000 a 2003, foi
observada presenca de petéquias generalizadas nas mucosas oral e vaginal,
sangramento nasal e cavidade oral, hematémese, melena, diarreia com sangue.
Sangramento persistente ou intermitente a partir da pele das pontas e margens das
orelhas e sangramento profuso apds venopuncao (LORETI & BARROS, 2005).

Estudo retrospectivo realizado em 35 caes submetidos a necropsia no Laboratorio
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria demonstrou que todos
0S animais apresentaram algum grau de hemorragia, vista com maior frequéncia nas
visceras do que na mucosa e pele. Hemorragia intestinal foi um achado frequente,
sendo em forma de petéquias e sufusdes (Figura 5). Em muitos casos o conteldo
intestinal estava tingido de sangue. Estrias de sangue foram observadas nas fezes ou
estas eram pastosas ou negras. Hemorragias foram observadas no pulmao, coracgao,
mucosas, tegumento, pancreas, omento, bexiga, cavidade nasal, estdmago, rim,
vesicula biliar e adrenal (FIGHERA et al., 2010).

Em caes infectados naturalmente com R. vitali foi observada diminuicao
acentuada no numero de plaquetas em todos os animais ( FRANCA, 2010). Afecgéo na
medula éssea, trombocitopenia imunomediada, coagulopatia de consumo e sequestro
esplénico sdo algumas das alteracbes responsaveis pela reducdo do numero de
plaquetas circulantes (WONG & THOMAS, 1998). Portanto, justifica-se a contagem de
megacariocitos para descartar lesdo de medula 6ssea, como causa de reducdo no

numero de plaguetas observada no sangue periférico de cdes com rangeliose. Assim
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como, a realizagédo de provas de coagulacdo, mensurando de TP e TTPa para indicar a
presenca de coagulopatia de consumo.

Figura 5 - Intestinos. Presenca de hemorragia na

mucosa e sangue digerido no colo (fonte Fighera et
al., 2010).

As plaquetas com seus agentes autécrinos ATP e ADP liberados de seus
granulos desempenham importante papel na hemostasia. Varios receptores e agonistas
de plaquetas sédo reconhecidos por induzir ativacdo plaquetaria, incluindo a ligacdo de
nucleotideos extracelulares aos receptores purinérgicos de superficie celular do tipo P2
de duas familias distintas estruturalmente, P2X e P2Y (YEGUTKIN, 2008). P2X é ativado
por ATP, enquanto P2Y pode ser ativado por ATP e ADP (GACHET, 2008). Assim, a
hidrolise de nucleotideos é fator importante no processo hemostético.

Drury e Gyorgi, em 1929, descreveram as potentes acBes de nucleotideos,
nucleosideos e adenosina sobre o coracdo e vasos sanguineos. Em 1970, foi
apresentada evidéncia do ATP como um neurotransmissor em nervos que inervam o
intestino e, em 1972, o termo purinérgico foi descrito e a hipétese de neurotransmissao
purinérgica foi proposta por Burnstock. A partir dai, trabalhos apresentaram os
nucleotideos extracelulares como moduladores do sistema enddcrino, exocrino, dos
mecanismos vasculares e hemostaticos, musculos esqueléticos e das células imunes e
inflamatdrias (BURNSTOCK & KNIGHT, 2004).

Nucleosideos sao glicosilaminas provenientes da ligacdo de um nudcleo base a um
acucar. Como exemplos dessas moléculas pode-se citar: a citidina, uridina, adenosina,

guanosina, timidina e inosina. Os nucleosideos quando fosforilados por quinases
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especificas originam nucleotideos (ATKINSON et al, 2006). Os nucleotideos
extracelulares de adenina e seu nucleosideo derivado, adenosina, sdo importantes
moléculas sinalizadoras que possuem a capacidade de influenciar a reatividade
plaquetaria (BURNSTOCK, 2002).

A exposicdo de plaquetas a baixa concentracdo de ADP resulta em uma
agregacdao inicial reversivel sem liberacdo dos produtos dos granulos. Concentragfes
elevadas de ADP induzem liberacdo dos constituintes dos granulos e sintese de
prostaglandinas, originando uma resposta bifasica caracteristica, com agregacao
irreversivel (RUMBAUT & THIAGARAJAN, 2010). O ATP em baixa concentracdo
aumenta a producgdo de coldgeno, TxA2 e trombina, induzindo agregagdo plaquetéria
(SOSLAU YOUNGPRAPAKORN, 1997). Entretanto, quando em alta concentracdo €
inibidor da agregacdo promovida pelo ADP, provavelmente pelo ATP ser hidrolisado a
adenosina (BIRK et al., 2002). A Adenosina, produto da degradacdo de nucleotideo
daadenina, desempenha funcbes dependentes do tipo de receptor em cada tecido
(BOROWIEC et al., 2006).

A sinalizacdo purinérgica € dependente das interacdes entre nucleotideos
extracelulares e receptores de superficie celular (Figura 6) que pertencem a duas
familias estruturalmente distintas: os receptores acoplados a proteina G (P2Y) e os
receptores ligados a canais de célcio (P2X) (FREDHOLM et al., 1994).

ATR »> ADR > ANMEP > Ade

P2X1.7 P2Y1,2,4,6,11,12,13,14 A12A.2B,3

Figura 6 - Via da sinalizacao purinérgica (adaptado de Yegutkin, 2008).
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Os receptorers P2X compreendem sete subtipos de receptores (P2X; até P2X5).
JA& os P2Y sao classificados em uma subfamilia de receptores que estdo
predominantemente ligados a proteina Gqg (P2Y1, P2Y,, P2Y, P2Ys e P2Yy1) e, por
consequéncia, sao ativados pela fosfolipase C e, em outra subfamilia, acoplados a nGi
(P2Y12, P2Y13 € P2Y14), que inibem a adenil ciclase (YEGUTKIN, 2008).

Quatro subtipos de receptores P1 foram clonados, chamados Aj, Aza, Azs € As.
Todos receptores P1 de adenosina sédo proteinas transmembranas, acopladas a
proteina G (BURNSTOCK, 2006).

A sinalizacdo purinérgica envolve trés componentes essenciais: uma fonte de
nucleotideos de adenina, receptores especificos, através dos quais os nucleotideos
exercem seus efeitos, e as enzimas ectonucleotidases, responsaveis pelo controle dos
niveis dessas moléculas no meio extracelular (ROBSON et al.,, 2001). Nucleotideos
extracelulares modulam uma multiplicidade de fungdes teciduais incluindo:
desenvolvimento, fluxo sanguineo, inflamagéo e resposta imune. Esta sinalizagdo via
nucleotideos extracelulares tem sido reconhecida por muitas décadas como um
mecanismo de sinalizacéo entre células (BURNSTOCK & KNIGHT, 2004).

A concentracdo desses nucleotideos extracelulares, e as respostas celulares a
essas moléculas, devem ser reguladas apds exercerem seus efeitos, com a finalidade
de manter niveis fisioldgicos. Isso € realizado por um complexo multienzimatico
chamado de “ectonucleotidases” (Figura 7) (ZIMMERMANN, 2001). No esquema
principal de hidrdlise de nucleotideos estdo incluidos papéis para as enzimas, E-
NTPDase (ecto-nucleotideo trifosfato difosfoidrolase), 5’-ecto-nucleotidase e adenosina
desaminase (ADA) (YEGUTKIN, 2008).

O “pool” de nucleotideos na corrente circulatéria é gerado a partir de diferentes
fontes, incluindo exocitose de plaquetas, cisalhamento de hemacias, ativacdo das
células (plaquetas e células endoteliais) e lise celular (MORRELL et al., 2005). Como um
aspecto comum as ectonucleotidases, é sua capacidade de hidrolisar nucleotideos tri e
difosfato, com excecdo do monofosfato, requerendo concentracdo milimolar de Ca*" e
Mg?* para atividade maxima (PEARSON & CARLETON, 1980).

No sangue, a hidrdlise desses nucleotideos € regulada pela cascata das
ectonucleotidases, que € iniciada pela NTPDase e finalizada pela 5’-nucleotidase. Os
produtos da hidrolise dessas enzimas (ATP e ADP) irdo ativar seletivamente receptores
P1 e P2 (COLGAN, et al., 2006). A familia da NTPDase é composta de oito tipos de
enzimas, NTPDase 1, 2, 3 e 8 que estao tipicamente localizadas na superficie celular,



27

com sua face catalitica expressa extracelularmente. Ja as NTPDase 5 e 6 exibem
localizagao intracelular, enquanto que as NTPDase 4 e 7 estdo situadas
intracelularmente (MALISZEWSKI et al., 1994).

1
ﬁj 3 4 5
AT ADP AMP = Ade = Ihe = Hyp

1. E-NPP ATP - AMP + PP;

2. E-NTPDase ATP = ADP + P;; ADP - AMP + P;
3. Ecto-5’-nucleotidase AMP - adenosine + P;

4. Adenosine deaminase Adenosine - Inosine

5. PNP Inosine = hypoxanthine

Figura 7 - Principais enzimas envolvidas na degradacéo de nucleotideos e nucleosideos
(adaptado de Yegutkin, 2008).

No sangue, a hidrélise desses nucleotideos é regulada pela cascata das
ectonucleotidases, que € iniciada pela NTPDase e finalizada pela 5’-nucleotidase. Os
produtos da hidrolise dessas enzimas (ATP e ADP) irdo ativar seletivamente receptores
P1 e P2 (COLGAN, et al., 2006). A familia da NTPDase é composta de oito tipos de
enzimas, NTPDase 1, 2, 3 e 8 que estao tipicamente localizadas na superficie celular,
com sua face catalitica expressa extracelularmente. Ja as NTPDase 5 e 6 exibem
localizagéo intracelular, enquanto que as NTPDase 4 e 7 estdo situadas
intracelularmente (MALISZEWSKI et al., 1994).

A NTPDase 1 é a principal ectonucleotidase na superficie vascular (ENJYOJI, et
al., 1999). A NTPDase 2 esta associada a vasculatura (ZIMMERMANN, 1999). A reacéo
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fosfohidrolitica da NTPDase 1 esta limitada a resposta de ativagdo plaquetaria, que €
dependente da liberagéo paracrina de ADP e ativacdo de receptor purinérgico especifico
(ROBSON, et al, 2000).

A cascata das ectonucleotidases que € iniciada pelas NTPDase é finalizada pela
5’-ectonucleotidase, que hidrolisa nucleotideos monofosfato (AMP), em adenosina
(ZIMMERMANN, 1992). Tem sido demonstrado que a adenosina inibe a agregacéo
plaquetéria através do estimulo da geracdo de AMPc (HILLARY et al., 2011).

A 5’-nucleotidase € uma enzima glicosil fosfatidilinositol (PGI) que esté fixada na
superficie da membrana celular. E a principal responséavel pela formagdo de adenosina
extracelular e a subsequente ativagéo de receptores de adenosina (P1)(ZIMMERMANN,
1999). Esta presente nos rins, figado, encéfalo, pulméo, endotélio vascular, plaquetas e
células do sistema imune (COLGAN, 2006).

A adenosina desaminase, referida como ADA, €& uma importante enzima
desaminante, pertencente ao metabolismo purinérgico, que converte de forma
irreversivel adenosina em inosina. Essa enzima tem sido encontrada em uma grande
variedade de tecidos de mamiferos, como intestino, timo, tecidos linfoides e néo linfoides
(CRISTALLI et al., 2001).

A adenosina media uma grande variedade de funcdes fisiol6gicas através da
ativacao de pelo menos quatro receptores de superficie celular denominados A1, Aza,
Azs € As. Cada subtipo de receptor apresenta uma propriedade ligante Unica e um
modelo distinto de expressao tecidual (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). Esse
composto é altamente ativo possuindo uma variedade de efeitos sobre os tecidos,
incluindo musculo cardiaco, artérias coronarias, células musculares lisas, plaquetas,
estando também envolvido em reacdes imunes e inflamatorias. Através da interacéo
com o0s receptores Aza, a adenosina tem funcdo de inibir a agregacdo plaquetéaria
(MACKENZIE et al., 1994).

Estudos com as enzimas NTPDase, 5-ectonucleotidase e ADA demonstraram
gue essas enzimas estdo envolvidas no mecanismo de tromboregulagdo em vérias
patologias (SCHETINGER et al., 2007). Na esclerose multipla (SPANEVELLO et al.,
2010) e tripanossomiase (OLIVEIRA et al., 2011), alteragbes nessas enzimas
contribuem para a ocorréncia de diateses hemorragicas.

Portanto, justifica-se a contagem de megacariocitos para descartar lesdo de
medula 6ssea, como causa de reducdo no numero de plaguetas observada no sangue

periférico de cdes com rangeliose e a realizacéo de provas de coagulacdo, mensurando
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de TP e TTPa para indicar a presenca de coagulopatia de consumo. Assim como,
mensurar a atividade das enzimas que participam da sinalizagcdo purinérgica, que sao
responsaveis por modular os efeitos dos nucleotideos e nucleosideo é importante para
determinar a agregacao das plaguetas em animais infectados por R. vitalii. Tal avaliagao

nao esta ainda descrita na literatura.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os disturbios de hemostasia em cées infectados experimentalmente

com Rangelia vitalii.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Artigo 1:
- Quantificar o nimero de plaquetas circulantes em cées infectados com R. vitalii;
- Realizar a contagem de megacariocitos da medula 6ssea em cées infectados
com R. vitalii;
- Avaliar a agregacéo plaquetaria em cées infectados com R. vitalii;
- Avaliar parametros de coagulacdo sanguinea tais como tempo de protrombina

(TP) e tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) em cées infectados com R. vitalii;

2.2.2 Artigo 2:
- Verificar a atividade das enzimas NTPDase, 5-ectonucleotidase e adenosina

desaminase nas plaquetas em cées infectados com R. vitalii.



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.

3.1 Artigos 1:

Thrombocytopenia and platelet activity in dogs experimentally infected with

Rangelia vitalii

Carlos Breno V. Paim, Francine C. Paim, Aleksandro S. Da Silva, Raqueli T.
Franga, Marcio M. Costa, Claudio A. M. Leal, Jo&o F. Soares, Marcelo R. C. Schetinger,

Alexandre Mazzanti, Cinthia M. Mazzanti, Silvia G. Monteiro, Sonia T. A. Lopes.
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The aim of this study was to evaluate the platelet count, coagulation time and platelet
activity in dogs experimentally infected with Rangelia vitalii during the acute phase of the
disease. For this study, 12 young dogs (females) were used, separated in two groups. Group
A (uninfected control) was composed by healthy dogs (n=5), and group B consisted of R.
vitalii-infected animals (n = 7). After being inoculated with R. vitalii-infected blood, animals
were monitored by blood smear examinations, which showed intra-erythrocytic forms of
the parasite five days post-inoculation (PI). Blood samples were collected on days 0, 10,
20 and 30 PIL The material collected was placed in tubes containing EDTA for quantifi-
cation of platelets, citrate anticoagulant platelet aggregation, and measuring the clotting
time. Right after blood collection on days 10 and 20 PI, dogs were anesthetized for col-
lecting bone marrow samples. A significant reduction (P <0.01) of the number of platelets
was observed in R. vitalii-infected blood, when compared with uninfected dogs on days 10
and 20 PI. Additionally, macro-platelets were observed only in infected dogs. Prothrombin
time and activated partial thromboplastin time did not differ between infected and unin-
fected dogs. The megakaryocyte count increased (P<0.01) significantly in infected dogs
when compared with uninfected ones on days 10 and 20 PL Platelet aggregation decreased
(P<0.01) significantly in infected dogs in comparison to the control on days 10 and 20 PL
Therefore, rangeliosis in dogs causes a severe thrombocytopenia during the acute phase of
infection. This platelets reduction probably occurred due to splenic sequestration and/or
immune-mediated thrombocytopenia.

Keywords:
Rangeliosis
Thrombocytopenia
Coagulation time
Megakaryocytes

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction disease caused by the protozoan Rangelia vitalii,an Apicom-

plexan of the order Piroplasmorida (Pestana, 1910; Carini

In Brazil, “nambiuvi” (bloody ears), “peste do sangue”
(bleeding plague) or “febre amarela dos cdes” (yellow fever
of dogs) are some of the local names of rangeliosis, a
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and Maciel, 1914; Carini, 1948; Loretti and Barros, 2005).
Tentative clinical diagnosis of the infection by R vitalii
has relied on clinical history, clinical signs, hemogram,
and favorable response to therapy (Loretti and Barros,
2004), followed by definitive diagnosis based on periph-
eral blood smears (Franga et al., 2010) and post-mortem
histopathology (Fighera et al., 2010). More recently, molec-
ular diagnostic of rangeliosis was successfully achieved on
naturally infected dogs (Soares et al., 2011). These authors
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showed that R. vitalii is phylogenetically close-related to
species of the Babesia spp. sensu stricto group of piroplas-
mas (Soares et al., 2011).

Rangeliosis commonly affects dogs from rural and sub-
urban areas in southern Brazil, where it is suspected
to be transmitted by the ticks Rhipicephalus sanguineus
orfand Amblyomma aureolatum (Loretti and Barros, 2004).
The disease is characterized by anemia, jaundice, fever,
splenomegaly, lymphadenopathy, hemorrhages along the
gastrointestinal tract, and persistent bleeding through
the tips of the pinnae, external surface of the ears,
nose, and oral cavity (Pestana, 1910; Loretti and Barros,
2005).

In dogs infected by R. vitalii the hemorrhage disorder
may occur as part of an acute gastroenteritis, also in the
form of petechiae and mucosal suffusion, and less often
as localized cutaneous or ear/nasal bleeding (Loretti and
Barros, 2004; Fighera et al., 2010). In such cases, the only
common finding has been a decrease in the amount of
circulating platelets (Franca et al., 2010). Because of the
severity of bleeding observed in some dogs with range-
liosis, it is possible that thrombocytopenia plus other
mechanisms are involved in this process that leads to
hemorrhagic diathesis. However, currently there are no
laboratory data that could validate or even contradict these
hypotheses (Fighera et al., 2010). Information related to
coagulopathies resulting from R. vitalii infection is not fully
understood. In thissense, the aim of this study was to evalu-
ate the platelet count, coagulation time and platelet activity
in dogs experimentally infected with R. vitalii, during the
acute phase of the disease.

2. Materials and methods
2.1. Animals and experimental design

Twelve female mongrel dogs (6-12 months old) were
used in this study as previously described (Da Silva et al,
2011). The animals, previously determined by molecu-
lar tests to be free of Babesia spp., Hepatozoon spp., and
Ehrlichia spp. infection (Da Silva et al., 2011), were inocu-
lated 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 in Santa Maria, state of
Rio Grande do Sul, Brazil (Soares et al., 2011). A fresh
blood sample of the infected animal was inoculated (2mL
through the jugular vein) in another dog (Dog 13: male, five
months old) for maintenance of the isolate in the labora-
tory.

The present study was approved by the Animal Wel-
fare Committee of the Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), protocol number 15/2010.

2.2. Estimation of parasitemia

After inoculation, blood smears were prepared every
two days fromday 1 today 30 post-inoculation (PI). Periph-
eral blood smears were prepared with blood obtained from
the tip of the ear ofeach dog, through the use of hypodermic
needle. Smears were Romanovsky stained and examined

under 1000x magnification by optical microscopy, as pre-
viously described (Da Silva et al,, 2011).

2.3. Sample collection

Dogs were contained manually for blood collection
via the jugular vein (7mL) on days 0, 10, 20 and 30
Pl. The material collected was placed into tubes con-
taining citrate anticoagulant (EDTA) for quantification of
platelets, sodium citrate for platelet aggregation, and mea-
suring of the clotting time. On days 10 and 20 P, dogs
were anesthetized [ketamine (0.08 mLkg~!) and xylazine
(0.05mLkg )] for collecting bone marrow samples from
the right humerus. The material was distributed on slides,
and stained by Romanovsky for megakaryocyte count.

2.4. Platelets, coagulation time, and count of
megakaryocytes

Platelet counts were performed usinga Neubauer cham-
ber filled with total blood diluted in ammonium oxalate
(1%). Prothrombin time (PT) and activated partial throm-
boplastin time (aPTT) were determined by commercial kits
(Labtest). Megakaryocytes were evaluated accordingly to
the methodology described by Harvey (2001 ) at 100x mag-
nification. All techniques were performed in duplicate.

2.5. Platelet aggregation

Platelet aggregation was assessed by the method of Born
and Cross (1963) using turbidimetric measurement with
a Chrono-log optical aggregometer, with AGGRO/LINK®
Model 810-CA software for Windows version 5.1. Prepa-
ration of platelet rich plasma (PRP) was obtained by
centrifugation of blood during 20 min at 1700 x g; prepa-
ration of platelet poor plasma (PPP) was performed by
centrifugation at 6500 x g for 30 min. After calibration of
the aggregometer, the data of the animals, concerning the
assays and reagents, were entered into a computer coupled
to the equipment. Aggregation was measured at 37°C and
expressed as the maximal percent change in light trans-
mittance from baseline at 5 min after the addition of the
agonist ADP at concentrations of 5 and 10 M, with PPP
as a reference. Results were expressed as percentage of
aggregation.

2.6. Treatment

On day 21 PI, the remaining R. vitalii-infected dogs
received a single intramuscular dose of diminazene acetu-
rate (DaSilvaetal.,2011). Onday 30 P1, PCR was performed
to prove the efficacy of treatment. The experiment was con-
cluded 30 days P, since this was the experimental period
previously approved by the committee of ethics and animal
welfare for the present study.

2.7. Statistical analysis

The results were subjected to analysis of variance
(ANOVA), the means compared by Student’s t-test. Values
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Fig. 1. Platelet count in dogs infected by Rangelia vitalii, and in uninfected dogs on days 0, 10, 20 and 30 post-inoculation (A). Prothrombin time (PT—B) and
activated partial thromboplastin time (aPPT—C) on days 10 and 20 in R. vitalii-infected dogs. *Significant difference between groups (P <0.01). The columns

are represented as mean + standard deviation (t-test).

with probability (P) less than 5% were considered statisti-
cally different.

3. Results
3.1. Parasitemia and clinical signs

Blood smears showing intracellular forms of R. vitalii
were first observed at 5 days PI The parasitemia increased
progressively until the 10th day PI, when a peak of
parasitemia occurred; then the number of parasites sig-
nificantly decreased, as previously detailed by Da Silva
et al. (2011). The parasite was found within erythrocytes,
leukocytes and the extracellular milieu. During the peak of
parasitaemia, it was observed appetite loss, hyperthermia,
and increased cardiac frequency in all infected animals.
Apathy (n=7 dogs), anorexia (n=5), weight loss (n=3),and
diarrhea (n=2)were observed ininfected animals since day
17 PL All infected dogs showed severe anemia at days 10
and 20 PI, as previously described (Da Silva et al., 2011).

3.2. Platelet count and coagulation time

A significant (P<0.01) reduction in the number of
platelets was observed in R. vitalii-infected dogs, when
compared with uninfected dogs on days 10 and 20 PI
(Fig. 1A). The presence of macro-platelets was observed in
infected dogs. On the other hand, when clotting time was
compared between infected and uninfected groups, PT and
aPPT did not differ (P> 0.05) significantly (Fig. 1B and C).

3.3. Megakaryocyte count

The megakaryocyte count increased (P<0.01) signifi-
cantly in infected dogs when compared to uninfected dogs
at days 10 and 20 PI (Fig. 2). At day 20 PI, infected dogs
showed a 55% increase in the megakaryocyte count, when
compared to 10 days PI This increase may be associated
with the small increase of platelets at 20 days PI, compared
with 10 days Pl in infected animals (Fig. 1).
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3.4. Platelet aggregation

Platelet aggregation decreased (P<0.01) significantly in
infected dogs,in comparison to the uninfected dogs on days
10 and 20 PI (Fig. 3). When we used the concentration of
5u1M, a 70% and 79.4% reduction in platelet activity was
observed at days 10 and 20 PI, respectively. A similar result
was observed using concentrations of 10 wM, because the
reduction of platelet activity was 69.3% (day 10 PI) and
81.5% (day 20 PI) in R. vitalii-infected dogs.

3.5. Treatment

Treatment with diminazene aceturate resulted in clear-
ing of the parasite from the canine blood, as shown by
negative results by both PCR and examination of blood
smears; additionally, clinical signs resolved (Da Silva
et al., 2011). There was no significant (P>0.05) differ-
ence in the platelet count between groups at day 30 PI
(Fig. 1A), which corresponded to nine days post treat-
ment.
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Fig. 3. Platelet aggregation on days 10 and 20 post-inoculation in dogs infected with R vitalii compared to uninfected dogs, using adenosine diphosphate
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4. Discussion

In this study, thrombocytopenia and reduction in
platelet activity were observed in dogs experimentally
infected with R. vitalii, similarly to what has been reported
in natural infections by this agent (Krauspenharetal., 2003;
Franca et al, 2010). Changes in coagulation have been

commonly observed in infection by hemoparasites, such
as in canine babesiosis (Gopegui et al., 2007; Schetters
et al., 2009), ehrlichiosis (Smith et al, 1975; Borjesson
et al., 2001) and trypanosomosis (De La Rue et al., 1997).
Bone marrow damage, reduced platelet survival, immuno-
mediated thrombocytopenia, disseminated intravascular
coagulation (DIC), and splenic sequestration are some of
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these alterations responsible for the reduction of circulat-
ing platelets (Smith et al., 1975; Jenkins and Facer, 1985;
Stephen, 1986; Wong and Thomas, 1998; Bommer et al.,
2008).

Dogs naturally infected by R. vitalii have presented
with mild to severe thrombocytopenia (Krauspenhar et al.,
2003; Fighera et al., 2010; Franga et al, 2010). In the
present study, thrombocytopenia was severe on days 10
(39,000 pL-")and 20 P1 (71,000 L~ '), since the physiolog-
ical limits of platelets in dogs may vary between 200,000
and 500,000 pL~! (Feldman et al., 2000). An adequate num-
ber of platelets are necessary to repair minimum vascular
lesions and initiate the formation of thrombus (Daly, 2011).
According to Vanderschueren et al. (2000), when the num-
ber of platelets is below 100,000 pL~1, the risk of bleeding
(a clinical feature common in rangeliosis) is increased
(Fighera et al., 2010; Franga et al., 2010).

During R. vitalii infection, hemorrhagic processes have
been observed in the form of mucosal petechiae and suf-
fusion, and also as bleeding from the ears and/or nose
(Pestana, 1910; Loretti and Barros, 2005; Franga etal., 2010;
Fighera et al., 2010), as well as in the viscera and mucous
(Fighera etal., 2010). In this study we observed that besides
reducing the number of platelets, the R. vitalii infection
also reduced platelet aggregation, which may further con-
tribute to the bleeding. Probably, the reduction of platelet
activity occurred as a result of decreased release of adeno-
sine diphosphate (ADP) for platelets (Oliveira et al,, 2011),
an essential nucleotide in the coagulation cascade.

One of the causes of decreases in platelet count is the
immune-mediated thrombocytopenia, which is mediated
by antibodies that accelerate the destruction of these cells
(Fighera et al., 2010), although the lysis of platelets is par-
ticularly splenic through the reticulum-endothelial system
(Taghizadeh, 2008). The immune-mediated thrombocy-
topenia is one of the most important immune disorders
in dogs infected by hemoparasites (Feldman et al.,, 2000;
Provan et al.,, 2010). The occurrence of splenomegaly in
dogs infected with R. vitalii has been frequently observed
at necropsy (Fighera et al., 2010; Da Silvaet al.,, 2011). It is
known that approximately 1/3 of the circulating platelets
of healthy dogs are sequestered at the spleen (Karpatkin,
1983), therefore the occurrence of splenomegaly leads
to an increase in the number of hematopoietic cells
sequestered in this organ, resulting in anemia, neutrope-
nia and thrombocytopenia (Jacobs et al., 1998), a common
finding in rangeliosis. For this reason, we believe that
splenomegaly is a supporting factor that contributed to the
drastic decrease in platelet count observed indogs infected
with R. vitalii.

The megakaryocytes are specialized hematopoietic cells
that reside in bone marrow and are precursors of platelets,
which play a crucial role in hemostasis. Megakaryocytes
can be affected by a number of diseases that can cause dis-
parity in its proliferation, differentiation and maturation
(Sun et al., 2006). In the present study, the possibility of
troublein the production of platelets by bone marrow dam-
age as consequence of rangeliosis was discarded, since the
number of megakaryocytes in infected dogs with severe
thrombocytopenia was significantly increased. The pres-
ence of macro-platelets also confirms the bone marrow

response in the face of thrombocytopenia. Then, bone mar-
row increased production to compensate the reduction of
circulating platelets, as a result of parasitism.

In this study we found severe thrombocytopenia, but no
significant changes in PT and aPTT. In infections by Babesia
canis, reduction of aPTT associated with thrombocytopenia
in dogs were observed (Rafaj et al,, 2009), and in another
study conducted in Spain, PT and aPTT were prolonged in
9 of 45 dogs with babesiosis (Gopegui et al., 2007). In dogs
and cats infected with Trypanosoma evansi, prolonged PT
and aPTT were observed (De La Rue et al,, 1997; Da Silva
et al,, 2010). When clotting time is prolonged, DIC may
occur (Levi et al., 2009), a condition not observed during
the acute phase of infection by R. vitalii.

Based on the present results, we can conclude that
severe thrombocytopenia occurs in dogs acutely infected
by R vitalii. Clotting time was not influenced by the disease.
We discarded damage at bone marrow as a cause of throm-
bocytopenia, since we observed the increase in the number
of megakaryocytes. Platelets reduction during rangeliosis is
probably related to splenic sequestration and/or immune-
mediated thrombocytopenia.
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Rangeliosis is a disease which affects dogs in Brazil, caused by a piroplasm known as Rangelia viteii. This
disease causes a lot of clinico-pathological features, incloding the coagulation disomders associated with
bleeding. The cause of these changes has not yet been determined. Considering the association of
purinergic system and hemostasis this study aimed to evaluate the activity af enzymes that hydrolyze
ATP, ADP and AMP; and deamination of adenosine in platelets from dogs experimentally infected with
R. vitalii. For this study, 12 healthy young dogs (females] wene used, separated in two groups. Group A

Jé:,[:;::g;s (n=5) were uninfected controls, and group B were experimentally infected with B vitalii (n = 7). Afver
ATP being inoculated with E. vitoli-infected blood, animals were monitored by blood smear examinations,
ADP which showed intra-erythrocytic forms of the parasite after five days post-inoculation (PI). Blood samples
AMP wenre collected to guantitate and separate platelets (Oay 0, 12 and 21 PI) and to measure the enzymatic
Adenasine activities (Day 12 and 21 Pl The activity of NTPDase, 5 -nucleotidase and adenosine deaminase
(ADA] was measured in platelets. & reduction (P<0.01) in the number of platelets was observed in
E. vitali-infected blood at Days 12 and 21 FL At Day 12 Pl, a reduction (P < 001) in the hydrolysis of
ATE, ADP and AMP, and deamination of adenosine was observed in dogs infected with B, vitali. At Day
21 PI the ADA activity remained decreased, unlike the activity of NTPDase which increased (P< 0.05).
Based on these results we can conclude that ATP, ADP and AMP hydrolysis and adenosine deamination
wenre altered in platelets of B vitali-infected dogs. Considering the impartance of the purinergic system
in hemostasis, it is believed that those changes contribute to the coagulation disorders and bleeding

observed in B vitehi-infected dogs and discussed in this manuscript
@ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction ically closely related to species of the Babesia spp. sensu stricto

“Mambiuvid" (bloody ears) is a disease that commonly affects
dogs from rural and suburban areas in Brazil and is believed to
be transmitted by ticks. It is found in animals infected with an
organism described originally in 1910 as a piroplasm, and known
as Rangelia vitalii (Pestana, 1910; Loretti and Barros, 2005). In areas
where this disease is common, such as in the State of Rio Grande do
Sul (RS}, southern Brazil, infected dogs have high fever, anaemia,
jaundice and hemorrhages (Franca et al, 2010; Fighera et al,
2010). A recent genetic study showed that R viralii is phylogenet-

* Corresponding author. Address: Hospltal de Clinlcas Veterindrias da UFSM,
Falxa de Camaobl, Km 9, Campus Universitiro, Hospital Veterinirie, Sala 108,
G7105-900 5anta Maria, K5 Brazil Fax: +55 55 322008814,

E-mall address: brenopa im@ufsmbr (CBV. Paim]

0014-4894(% - see front matter @ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
http:fjdsdoborg 101006/ exppara 201203012

group of piroplasms (Soares et al., 2011}

Bleeding is a commen clinicopathologic finding in dogs infected
by the protozoan R. vitalii (Pestana, 1910; Loretti and Barros, 2005;
Fighera et al, 2010; Franca et al., 2010; Paim et al., 2012 ). The mor-
phology of the hemorrhages denotes a deficit in primary hemosta-
sis, and the two possible mechanisms responsible for bleeding
disorders are thrombocytopathy andfor vasculopathy (Fighera
et al., 20100 A decrease in the number and platelet aggregation
was observed in animals experimentally infected with B viealii
(Paim et al., 2012). Coagulation disorders are alterations related
to the number of platelets or to the coagulation cascade that
consequently interfere in the coagulation process (Jain, 1993)
Platelets have important homeostatic functions, through the mech-
anisms of adhesion, ageregation and subsequent formation of clots
at sites of vascular damage (Harker, 1997; Marcus et al, 2003;
Wagner and Burger, 2003].
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The involvement of the purinergic system in coagulopathies is
well documented (Schetinger et al,, 2007; Godecke, 2008). This
system consists of enzymes, receptors, nucleotides and nuclecsides
(Gidecke, 2008; Yegutkin, 2008). The adenine nucleotides ATP,
ADP and AMP, and the nuclecside adenosine are reported to regu-
late and modulate many cellular functions, including platelet
ageregation (Godecke, 2008). ADP is primarily responsible for pro-
moting this aggregation (Woulfe et al., 2001), while adenosine is a
potent inhibitor (Anfossi et al., 2002}, The role of ATP in coagula-
tion disorders is unclear. However, it is known that hydrolysis of
ATP and ADP to AMP and/or adenosine inhibits platelet aggrega-
tion, as a consequence of increased extracellular adenosine con-
centration (Birk et al., 2002 ).

The concentration of extracellular nucleotides and nucleosides
are strictly regulated by the action of enzymes such as ectonucleo-
side triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase), ectonucleotide
pyrophosphatase phosphodiesterase (E-NPPs), 5-nucleotidase and
adenosine deaminase (ADA) (Yegutkin, 2008). E-NTPDases are
responsible for the hydrolysis of ATP and ADP into AMP; and the
nucleotide AMP is hydrolyzed by Y-nuclectidase into adenosine.
Subsequently, adenosine undergoes deamination into inosine by
ADA activity (Yegutkin, 2008), These enzymes play an important
role in maintaining proper vascular hemostasis and thrombogene-
sis (Atikinson et al., 2006).

The hemorrhagic diathesis in rangeliosis is commonly described
im cases of natural and experimental infection [ Loretti and Barros,
2005; Franga et al., 2010; Fighera et al., 2010; Paim et al, 2012),
but its causes are not fully understood. Since adenine nucleotides
are important regulators of platelet ageregation, responsible for
tromboregulation and homeostasis, the aim of this study was to
evaluate experimentally infected dogs the activity of enzymes that
modulate ATP, ADP, AMP and adenosine concentration in platelets
and its extracellular environment.

2. Material and methods
2.1, Animals

Twelve female mongrel dogs (6-12 months old) were used in
this study as previously described (Da Silva et al, 2011; Paim
et al, 2012). Before starting the experiment, all animals were
shown to be free of Babesia spp., R vitalii, Hepatozoon spp. and Ehr-
lichia spp. infection by testing their blood in a battery of PCR proto-
cols as described elsewhere (Criado-Fornelio et al., 2006: Labruna
etal, 2007; Spolidorio et al., 2009; Soares et al, 2011). The study
was approved by the Animal Welfare Committee of the Universid-
ade Federal de Santa Maria (UFSM), protocol number 15/2010.

22 R vitalii isolate

The R. vitalii strain used in this study was originally obtained
from a naturally infected dog in Santa Maria, state of Rio Grande
do Sul {Soares et al., 201 1). The maintenance of the isolate was car-
ried out in a canine (Dog 13) as previously described by Da Silva
etal (2011}

2.3, Experimental design and estimation of parasitemia

The animals were divided into two groups: group A consisted of
five healthy animals (not infected), used as a control group; group
B consisted of seven dogs that were experimentally infected with
R viralii. They were infected by intravenous inoculation of 2 mL
of fresh bleod collected from Dog 13, which had been kept infected
in the laboratory (Da Silva et al,, 2011 ). After inoculation, blood
smears were performed at two day-intervals, starting at Day 1

post-incculation (Pl). Peripheral blood smears were performed
with blood obtained from the tip of the ear, using a hypodermic
needle, The smears were Romanovsky stained, and examined un-
der 1000~ magnification by optical microscopy (Da Silva et al,
2011

24, Samples oollection and platelet counts

The animals were manually restrained and blood samples col-
lected by jugular venipuncture at Days 0,12 and 21 post-infection
(PI) for quantification of circulating platelets (0.5 mL of blood in
tubes containing EDTA 10%). The enzymatic activity in platelets
was evaluated at Days 12 and 21 PL and the blood collected (4 mL)
was allecated in tubes containing citrate for separation of platelets.

25, Platelet preparation and protein determination

Platelets were prepared as previously described by Pilla et al.
(1996 ) and modified by Lunkes et al. (2003). Briefly, blood was col-
lected into 0.129 M citrate and centrifuged at 160g for 15 min. The
platelet-rich plasma was centrifuged at 1400g for 30 min and
washed twice with 3.5 mM HEPES buffer containing 142 mM MaCl,
25 mM KCl and 5.5 mM glucose. The washed platelets were resus-
pended in HEPES to determine enzymatic activities, Cell viability
was estimated by lactate dehydrogenase activity in intact and dis-
rupted platelets. Values of the sample were compared to the enzy-
matic activity obtained from cells lysed with 0.1% Triton X-100, as
described by Bergmeyer (1983). Protein determination in platelets
was measured by the Coomassie blue method using bovine serum
albumin as standard, as described by Bradford (1976).

2 6. NTPDase and 5'-nucleotidase activity determination

The WTPDase enzymatic assay was carried out in a reaction
medium containing 5 mk CaClz, 100 mh NaCl, 4 mM KCL 50 mM
glucose and 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.4, at a final volume of
200 pl as described by Lunkes et al. (2004). The protein content
of platelets suspension was adjusted to 0.4-0.6 mg/mL (enzyme
preparation). Twenty microliters of the enzyme preparation were
added to the reaction mixture and pre-incubated for 10min at
37 °C. The reaction was initiated by the addition of ATP or ADP at
a final concentration of 1.0mM, and incubated for 60 min

S-Nucleotidase activity was determined essentially as de-
scribed by Heymann et al. {1984 in a reaction medium containing
10 mM Mg50,4 and 100mM Tris-HCl buffer, pH 7.5 at a final vol-
ume of 200 pL The protein content of platelets suspension was ad-
justed to 0.4-06 mg/mL (enzyme preparation). Twenty microliters
of enzyme preparation was added to the reaction mixture and pre-
incubated for 10min at 37 °C. The reaction was initiated by the
addition of AMP at a final concentration of 2.0 mM. The time of
incubation was 60 min.

Both enzyme assays were stopped by the addition of 200 pL of
10% trichloroacetic acid (TCA) to provide a final concentration of
5%. Subsequently, the tubes were chilled on ice for 10 min. Released
inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan et al.
(1986} using malachite green as the colorimetric reagent and
KHzPO4 as standard. Controls were carried out to correct for non-
enzymatic hydrolysis of nuclecotides by adding platelets after TCA
addition. All samples were run in triplicate. Enzyme specific activ-
ities are reported as nmol of Pi released/min/mg of protein.

2.7, ADA activity assay
ADA was determined as previously described {Guisti and

Galanti, 1984). Briefly, 50 pL of platelets suspension reacted with
21 mM of adenosine pH 6.5 and was incubated at 37°C for
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B0 min. This method is based on the direct production of ammonia
when ADA acts in excess of adenosine. The protein content plate-
lets suspension was adjusted to 0.7-09 mg/mL for ADA activity as-
say. Results were expressed in units per liter (U/L). One unit (1 U)
of ADA is defined as the amount of enzyme required to release
1 mM of ammonia per minute from adenosine at standard assay
conditions.

2.8 Seatistical analysis

The statistical analysis was performed using the Student's t test.
The effect of NTPDase, 5'-nucleotidase and ADA in the number of
platelets was analyzed by correlation. The analyses were per-
formed using SAS statistical package (SAS Institute, Cary, MC,
USA) and a value of P< 0005 was considered to represent a signifi-
cant difference among the analyses used. All data were expressed
as mean # standard deviation (SD).

3. Results
3.1. Platelet count

At the Day 0 of experiment no difference between groups was
observed  (infected: 267 66« 10°%pL  and  uninfected:

A ATP

=]
=3

50

40

k1)

i)

umolPifmin/img of protein
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254 £ 49 « 11]3jp.L}L In dogs infected with R. viralii, a reduction
was observed (P <0.01) in the number of platelets when compared
with uninfected animals at the Day 12 PI (27211 = ‘JII]ﬂ'uL and
256 = 46 « 107/ L, respectively) and Day 21 Pl (692 26 « 10°/pl
and 268 £37 « 10%/uL, respectively). The platelet count was more
evidently decreased at Day 12 Pl compared to Day 10 Pl in infected
dogs (Paim et al,, 2012).

3.2 Enzymatic evaluation in platelets

The results of the activities of NTPDase are shown in Fig. 1. Both
the hydrolysis of ATP and ADP decreased (59% and 60.7%, respec-
tively: P<0.01) at Day 12 Pl in animals infected with R witalii.
Howewver, at Day 21 Pl there was no difference (P =005) in ATP
hydrolysis between groups, while in the infected group ADP hydro-
lysis was increased (504%; P<0.01)

Activity of the enzyme 5'-nucleotidase is shown in Fig. 2. In the
infected group, a decreased {61.1%; P < 0,01 ) AMP hydrolysis at Day
12 Pl was observed. At Day 21 PI there was no difference (P > 0.05)
between groups.

ADA activity in platelets was reduced (P<001) in infected
animals at Days 12 Pland 21 PI(Fig. 3). The reduction of ADA activ-
ity was 71.7% and 78.2% at Days 12 and 21 PL respectively.
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when compared to the not-infected animals (Group AL “Represents significant difference between groups (p <0011 The columns are represented as mean + standard
deviation it testl
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33, Correlation between the number of platelets and enzymatic
activity

Positive and significant correlations (P < 0.05) between platelet
count and ATP (r=087), ADP (r=0.91} and AMP (r=0.83) hydro-
lysis, and adenosine (r=0.93) deamination were observed in dogs
with rangeliosis at Day 12 PL Platelet count was negatively corre-
lated (P< 0.001) with ADP hydrolysis (R=-0.76) and positively
correlated (P« 0001) with the adenosine deamination (R =0.89)
in dogs infected with R vitalii at Day 21 PL No significant correla-
tions (P> 0.05) were observed between platelets count and ATP or
AMP hydrelysis at Day 21 PL

4, Discussion

Studies with MTPDase, 5-nucleotidase and ADA have demon-
strated the involvement of these enzymes in the thromboregula-
tion mechanisms, and altered enzymatic activities have been
reported in many diseases (Schetinger et al, 2007 ). In this study
changes were found in the activity of enzymes involved in the con-
trol of extracellular adenine nucleotides and nucleoside levels.

These are known to regulate vascular response to endothelial in-
jury (Birk et al, 2002). In rangeliosis, thrombocytopenia and bleed-
ing are commonly reported in naturally infected dogs (Loretti and
Barros, 2005; Franca et al, 2010). Similarly, in an experimental
study previously described by Paim et al. {2012) an increased num-
ber of megakaryocytes were observed in response to a reduction of
circulating platelets in dogs at Days 10 and 20 PI; however the
cause of thrombocytopenia remained unclear, and they suggested
splenic sequestration, endothelial destruction and changes in the
purinergic system as possible causes. In this study the status of
purinergic system at Days 12 and 21 Plin these dogs was investi-
gated because nuclectides/nucleosides have a key role in modulat-
ing diverse effects on the vascular system through the interaction
with platelet specific receptors (Di Virgilio et al., 2001). In trypan-
osomosis by Trypanosoma evansi (a protozoan blood-mammals) in
rats changes were observed in the activities of ectonucleotidases
and ADA associated with severe thrombocytopenia (Oliveira
et al., 2011), being similar to the results of this study in dogs.
Dogs infected with B vitalii had a reduction in the hydrolysis of
ATP and ADP in platelets at Day 12 PL This may be associated with
a reduced expression of NTPDase, The reduction in the hydrolysis
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of nucleotides may be a compensatory effect in order to increase
the concentrations of ATP and ADP in the bloodstream. However,
according to their extracellular concentrations, they exert different
functions in platelets. In vitro, high concentrations of ATP have
been shown to inhibit ADP-induced platelet aggregation (Park
and Hourani, 1999; Soslavand Youngprapakern, 19970 [n contrast,
low concentrations of ATP can significantly enhance collagen-,
thromboxane A2- and thrombin-induced platelet aggregation (Sos-
law and Youngprapakorn, 1997). Also at Day 12 PL the decreased
5-nucleotid ase activity may have increased the extracellular con-
centrations of AMP, and the reduction in ADA activity may be a
physiclogical response to increase concentrations of extracellular
adenosinge, an important nucleoside for different cellular functions.
In this period it was found that thrembocytopenia is positively cor-
related with the reduction of NTPDase, 5-nucleotidase and ADA
activity in platelets, thus contributing to worsening the course of
disease. So, this increase in ATP blocks the effect of ADP, which acts
as an agonist of aggregation. Adenosine, as an anti-aggregator, may
have contributed to the reduction of platelet ageregation in these
animals (Paim et al, 2012) and consequently contribute to the
bleeding observed in naturally infected dogs (Loretti and Barros,
2005; Franca et al., 2010).

Due the chronicity of this disease, at Day 21 Pl it was observed
that a reversal in ADP hydrolysis in platelets from dogs infected
with R vitalii occurred compared to Day 12 PL At Day 21 PLit was
also observed that a small increase in the number of platelets oc-
curred in the infected animals compared to Day 12 PI, a fact that
could also cause increased hydrolysis of ADP, despite the great dif-
ference in the number of platelets between the groups. However,
the product of NTPDase and 5-nucleotidase, adenosine, is an
important mod ulator of vascular tore, and it is a wel l-known inhib-
itorof platelet aggregation (Kitakaze et al., 1991; Kawashima et al.,
2000). Inthis study, a reduction in ADA activity in platelets was ver-
ified, which can be interpreted as anincreased content of extracel-
lular adenosine, an inhibitor of platelet aggregation as confirmed by
Paim et al. (2012 ), reinforcing the hypothesis that bleeding occurs
as a result of thrembocytopenia associated with an imbalance in
the enzymatic activities. According with the literature, increased
MTPDase activity {(CD39) inhibits platelet aggregation by blocking
the binding of fibrirogen or the von Willebrand factor to platelets
by inhibiting the activation of platelet glycoprotein (GP) [IB/TILA
adhesion receptors (Makita et al., 1998 ), which could contribute
to bleeding detected in dogs naturally infected with R vitalii.

Based on the results it is concluded that ATP, ADP and AMP
hydrolysis and adenosine deamination were altered in platelets
of R vitalii-infected dogs. During the infection period, the decrease
in enzymatic activities may be related to thrombocytopenia,
whereas at Day 21 Pl the increase in the activity may be attributed
to a compensatory mechanism. Alterations in the activities of these
enzymes may be implicated in the pathophysiclogy of rangeliosis
as trombocytopenia and consequently bleeding Probably, infection
with E. vitalii in dogs causes an increase in the concentration of
extracellular adenosine, which acts as inhibitorof platelet aggrega-
tion and causes the bleeding observed in naturally infected dogs
(Franca et al., 2010; Fighera et al., 2010) and also observed in a ca-
nine necropsy in this experimental protocol (Da Silva et al, 2011}
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4 DISCUSSAO

A seguir serédo realizadas consideracdes a respeito dos resultados dos dois
artigos apresentados nessa tese de doutorado. O objetivo do primeiro artigo foi avaliar a
trombocitopenia, coagulacdo sanguinea e atividade plaquetaria. Enquanto, no segundo
artigo objetivou-se mensurar a atividade das enzimas que modulam a concentracdo de
ATP, ADP, AMP e adenosina em plaquetas de caes experimentalmente infectados com
R. vitalii.

O primeiro relato de diatese hemorragica em cées decorrentes de infeccdo por R.
vitalii, data do inicio do século passado (PESTANA, 1910). Entretanto, somente durante
as Ultimas décadas € que essa patologia retorna a despertar interesse na comunidade
cientifica.

Na rangeliose, sinais de alteracdes hemostaticas podem ser observados na forma
de petéquias generalizadas nas mucosas oral e vaginal, sangramento nasal e oral,
hematemese, melena e diarreia com sangue, além de sangramento através da pele das
orelhas (LORETI & BARROS, 2005). Somado a isto, pode ser observada hemorragia em
visceras como: estdbmago, intestino, pulm&o, coracdo, rim, bexiga, vesicula biliar,
pancreas e adrenal (FIGHERA et al., 2010).

Os resultados encontrados no primeiro artigo corroboram com os achados de
Franca et al. (2010), pois apresentaram reducdo no numero de plaquetas em animais
infectados, quando comparados aos controles, nos dias 10 e 20 PIl. De acordo com a
literatura, as causas de trombocitopenia podem ser: lesdo de medula Ossea,
trombocitopenia imunomediada, coagulacdo intravascular disseminada e sequestro
esplénico (WONG & THOMAS, 1998).

E importante ressaltar que os megacariocitos originam as plaquetas circulantes
(PATEL et al., 2005). No primeiro artigo, a avaliacdo dos aspirados de medula 0ssea
demonstraram que a contagem de megacariocitos nos animais infectados foi
acompanhada de um aumento que chegou a 55% no dia 20 Pl em animais infectados
pela R. vitalii. Esse resultado possui alta relevancia, pois descarta a possibilidade de a
trombocitopenia, nessa patologia, ser decorrente de alteragcdo na megacariopoiese.

As infecgOes graves e a inflamagédo, na maioria das vezes, levam a alteragbes

hemostaticas, que podem variar de alteracbes laboratoriais insignificantes até
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coagulacao intravascular disseminada grave (LEVI et al., 2010). Esses sangramentos
anormais sdo reconhecidos clinicamente quando lesbes na mucosa, serosa, feridas e
locais de puncdo venosa sangram por periodos prolongados, formando hematomas. As
anormalidades mais frequentes no exame sao: contagem de plagueta diminuida, TP e
TTPa prolongados (ORDOG et al., 1985).

E relevante chamar a atencdo que, nos resultados apresentados no artigo |
ocorreu reducdo na contagem plaquetaria no dia 10 Pl no grupo infectado. Essa
trombocitopenia manteve-se até o dia 20 PIl. Entretanto, ndo ocorreu alteracao
significativa nos valores de TP e TTPa nos animais parasitados por R. vitalii, quando
comparados com o grupo controle.

Sabe-se que na coagulopatia de consumo os valores de TP e TTPa estdo
aumentados (ORDOG et al., 1885), fato que nao foi observado neste trabalho, portanto,
descartou-se que a origem da trombocitopenia em cédes com rangeliose pudesse ser
decorrente de coagulagcéo intravascular disseminada. Assim, a trombocitopenia neste
estudo pode estar associada a destruicdo imunomediada e sequestro decorrente do
aumento esplénico ou vasculite. Esplenomegalia e vasculopatias sédo aspectos
morfoldégicos observados na infeccéo por R. vitalii (FIGHERA, et al., 2010).

O limite fisiologico da contagem plaquetaria é variavel entre as diversas espécies
animais, estando entre 100.000 a 800.000/pL (TRALL, 2007). Na trombocitopenia inferior
a 100.000/uL, a possibilidade de sangramento esta aumentada. Entretanto, o limite no
gual predispdbe ao aparecimento desse sinal clinico ainda € controverso
(VANDERSCHUEREN et al., 2000). Animais com trombocitopenia n&do apresentam
hemorragia espontanea até que a contagem de plaguetas esteja entre 50.000 e
10.000/uL (TRALL, 2007).

Estudo avaliando a relacdo entre contagem plaquetaria e risco de sangramento
em pacientes com trombocitopenia sugere que aproximadamente 7.000/uL de plaquetas
fornecem suporte para manter a hemostasia endotelial. O risco de sangramento nao
aumenta substancialmente até a contagem de plaquetas atingir 10.000/uL (SLICHTER,
2004). Essas observacdes permitem suspeitar que as didteses hemorragicas
observadas na infeccdo por R. vitalii ndo tenham como Unica causa a trombocitopenia.

Cabe ressaltar que, em resposta a lesdo vascular, as plaguetas estabelecem
interacdes adesivas com as estruturas subendoteliais expostas. Elas se ativam através

do contato com substancias trombogénicas, ligando-se a moléculas adesivas soluveis,
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tornando-se reativas a continuacdo da agregacao de mais plaguetas (RUGGERI et al.,
1999).

No artigo | dessa tese, foi evidenciado distlrbio na agregacao plaquetaria, sendo
gue a diminuicdo ocorreu no grupo de caes infectados nos dias 10 e 20 PI. Esse achado
mostra que a habilidade das plaguetas se aderirem a superficie lesionada e também
umas as outras, para promover a formacdo do trombo plaguetario em resposta a um
agente agonista, esteve comprometida no grupo de caes infectados por R. vitalii.

Grandes quantidades de ATP e ADP estao presentes em eritrocitos, plaquetas e
outras células teciduais, podendo deixar esses locais por dano fisico ou exocitose. Sabe-
se que a ADP interage com receptores P2Y sobre plaquetas e induz agregacéo
plaquetéria, contribuindo assim, com a hemostasia normal. Ja o ATP pode reagir com
receptores P2X impedindo esse mecanismo (STAFFORD et al., 2003).

Este tipo de sinalizacdo é dependente da liberacdo dos nucleotideos e
nucleosideos, do seu metabolismo por enzimas que atuam extracelularmente e pela
presenca dos receptores que se ligam seletivamente aos nucleotideos resultantes e
transportam o sinal para o interior da célula (GOUNARIS, 2002)

No artigo Il desse estudo pode-se destacar que ha reducao na hidrélise de ATP e
ADP pelas enzimas NTPDases nas plaquetas dos animais infectados no dia 12 PI. Isso
pode ser associado a reducdo na expressao dessas enzimas, decorrente de um efeito
compensatoério pelo aumento desses nucleotideos na corrente circulatoria. Entretanto,
no dia 21 Pl o ADP aumentou em caes infectados por R. vitalii. Este achado pode ser
devido a infeccdo ter passado para um estagio cronico.

Foi ainda realizada a determinacdo da hidrdlise do AMP nas plaquetas, pela 5’-
ectonucleotidase, onde observou-se reducdo desse nucleotideo em animais infectados
no dia 12 PIl. Entretanto, a atividade da ADA esteve reduzida em plaquetas no grupo
infectado, independente do dia em que foi realizada a avaliagdo dessa enzima. Esses
achados indicam que a modulacédo de nucleotideos e nucleosideos esteve alterada no
decorrer da doenca.

A redugdo na atividade da 5’-ectonucleotidase pode ter contribuido com o
aumento nas concentracdes extracelulares de AMP. Ja a elevacdo da ADA pode ser
atribuida a resposta fisioldgica, devido ao aumento da concentracdo de adenosina
extracelular.

As ectonucleotidades NTPDase, 5-ectonucleotidases e a ADA s&o enzimas que

modulam o mecanismo hemostatico, exercendo funcdo importante na agregacao
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plaquetaria (ZIMMERMANN, 1999). A atividade dessas enzimas foi encontrada alterada
em diversas patologias, contribuindo para ocorréncia de transtorno no processo
hemostatico dessas doencas (SCHETINGER, et al., 2007).

Correlacdo positiva foi encontrada entre o a contagem de plaquetas (Artigo 1) e a
hidrélise de ATP (r=0,87), ADP (r=0,91) e AMP (r=0,83) e a desaminacdo da ADA
(r=0,93) (Artigo 1), no dia 12 Pl em cdes com R. vitalii. Estudos tém demonstrado
atividade oposta de ADP e ATP quanto a inducdo da agregacdo plaquetaria. O ADP
funciona como agonista da agregacéo, enquanto que o ATP é antagonista desse efeito
(PARK & HOURANI, 1999). Entretanto, a ADA tem fungcdo de inibir a agregacéo
plaguetaria (MACKENZIE et al., 1994). Assim, pode-se afirmar que a reducdo na
atividade da NTPDase, 5’-nucleotidase e ADA contribuiu para reducdo da agregacao
plaquetaria na rangeliose, favorecendo a ocorréncia de diatese hemorragica nos caes
infectados.

No artigo | foi observado tendéncia de aumento no niumero de plaquetas no dia 20
Pl. Entretanto o artigo Il demonstrou reducéo ainda maior na atividade da ADA nesse
dia, fato que indica uma quantidade ainda mais elevada de adenosina no meio
extracelular. 1sso evidencia que, apesar do aumento das plaquetas, ainda ocorre uma
forte interferéncia da adenosina na agregacao das plaquetas, reforcando a hipétese de
gue o sangramento observado nessa patologia ocorre em virtude de um desequilibrio

entre plaquetas e atividade enzimatica.



5 CONCLUSOES

5.1 Artigo1

O aumento da contagem de megacariocitos observado em aspirados de medula
0ssea de cées infectados com R. vitalii descarta dano na medula como causa de
trombocitopenia nessa patologia.

Grave trombocitopenia ocorre na fase aguda da infeccao por R. vitalii em cées.
Os valores de TP e TTPa em caes portadores de rangeliose descartam a
ocorréncia de coagulopatia de consumo durante a fase aguda da doenca.

A reducdo na contagem de plaquetas no sangue periférico de caes infectados por
R. vitali, na fase aguda da doenca, sugere sequestro ou/e trombocitopenia
imunomediada.

A reducdo na agregacao plaquetaria sugere diminuicdo da liberagcdo de ADP
pelas plaquetas, contribuindo para as altera¢cdes hemorragicas na rangeliose.

5.2 Artigo 2

A hidrélise de AMP, ADP, ATP e desaminacdo da adenosina foram alterada
durante a infecgdo por R. vitalii.

A redugédo da atividade da NTPDase, 5’-ectonucleotidase e ADA em plaquetas de
cées portadores de rangeliose, durante o periodo de infeccdo, pode ser
relacionada a trombocitopenia.

O aumento da atividade enzimatica da NTPDase e da 5-nucleotidase no dia 21 PI
pode ser atribuido a um aumento compensatorio no numero de plaguetas.

O aumento nas concentracdes de adenosina desaminase, um inibidor da
agregacao plaquetaria, pode contribuir para hemorragias em cées infectados por
R. vitalii.



6 IMPORTANCIA DO TRABALHO

Este estudo apresenta relevancia cientifica, pois demonstra pela primeira vez,
alteracbes na atividade das enzimas que participam da cascata purinérgica em céaes
infectados por R. vitalii, tornando-se evidente que essas enzimas estdo implicadas na
fisiopatologia da doenca, contribuindo para ocorréncia das diateses hemorragicas.

Procedeu-se ao estudo da sinalizagdo purinérgica a contagem de plaquetas no
sangue periférico de cdes infectados por R. vitali e observou-se acentuada
trombocitopenia nestes cédes. Entretanto, durante a avaliacdo de megacariécitos em
aspirados foi encontrado um aumento no numero destas células. Este resultado é
importante, pois descartou que a reducao no nimero de plaquetas no sangue periférico
em caes com rangeliose tenha sido decorrente de afeccfes nos megacariéciotos ou na
megacariopoiese, levando a acreditar que a trombocitopenia é decorrente da destruicao
das plaquetas circulantes, possivelmente por processos imunomediados.

Outro aspecto a ser considerado neste estudo diz respeito @ mensuracéao do TP e
TTPa. Neste trabalho nédo foi observada diferenca significativa nestes testes de
coagulacdo sanguinea entre os grupos infectado e controle. Isto é relevante, uma vez
gue demonstra que as alteragdes hemorragicas na infec¢do por R. vitalii ndo podem ser
atribuidas a coagulopatia de consumo.

Por fim, € importante chamar a atencéo para reducédo da agregacao plaquetaria e
as alteracGes na hidrolise de nucleotideos e nucleosideo observadas neste trabalho, o
gue tornou evidente a contribuicdo da sinalizacdo purinérgica nas diateses hemorragicas

em cdes infectados por R. vitalii.
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