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RESUMO: A infecgdo aguda experimental pela amostra Jaboticabal de Ehrlichia canis
provoca alteragdes clinicas severas no hospedeiro, com graves disturbios sanguineos
e imunoldgicos, que podem comprometer a vida do animal. Com este estudo buscou-se
avaliar a expressao génica de TNF-a, IFN-y e IL-10, pesquisar a presenga de mérulas
no bacgo e avaliar o imunofendtipo das células esplénicas antes, nos dias 6, 18 e 30
apos a inoculagao e 25 dias apds o tratamento com cloridrato de doxicilina, em cinco
caes sem defini¢cao racial inoculados com a amostra Jaboticabal de Ehrlichia canis. Nas
condicbes experimentais desta pesquisa, o inicio do desenvolvimento dos sinais
clinicos, seis dias apés a inoculagao (D6) foi acompanhado pela expressdo de TNF-a e
aumento de células MHC II" (P<0,05) na citologia esplénica em relagdo ao controle.
Com o desenvolvimento da infecgdo experimental (D18) ocorreu o agravamento dos
sinais clinicos, os caes apresentaram febre, linfadenomegalia e esplenomegalia
acompanhados de trombocitopenia, leucopenia e anemia, morulas na citologia
esplénica, aumento significativo da expressdao de TNF-aem leucécitos e células
esplénicas, deteccdo de IL-10, tanto em leucdcitos como em células esplénicas e
reducdo de células CD4+ (P<0,05), em relacdo ao momento anterior e ao grupo
controle, macréfagos (P<0,05) em relacdo ao controle, e aumento de células B
(P<0,05) em relacdo a D-1 e ao grupo controle. Aos 30 dias os cées ja nao
apresentavam sinais clinicos da infeccdo, porém persistia a trombocitopenia. Além
disso, persisténcia do aumento das células B* esplénicas (P<0,05), diminuigdo
significativa das células CD4" e dos macréfagos em relagéo ao D18 e ao controle. O
TNF-o atingiu sua maior taxa de expressédo e ocorreu a deteccdo de IFN-y. Apos o
tratamento (D76), os animais estavam clinicamente saudaveis, embora persistisse a
trombocitopenia. Houve reducéo significativa das células CD4" e de macréfagos em
relagéo ao controle, aumento significativo do niumero de células CD8" em relagéo ao
controle e reducao de aproximadamente 70% da taxa de expressdo de TNF-a. Os
resultados mostraram que a infecgdo experimental pela amostra Jaboticabal de
Ehrlichia canis desencadeia no hospedeiro uma resposta inflamatéria mediada pelo

TNF-a, capaz de reduzir a resposta imune mediada por células e estimular a resposta
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humoral. O tratamento com cloridrato de doxiciclina levou a melhora clinica e aumento

das populagdes de células CD4", macréfagos e redugéo da expressdo do TNF-a.

Palavras-chave: Caes, Infeccédo experimental, Ehrlichia canis, células CD4", TNF-o
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SUMMARY: The experimental acute infection by Ehrlichia canis Jaboticabal sample
provokes severe clinical alterations in the host with serious blood and immunological
disorders that may compromise the animal’s life. The present study aimed to evaluate
the gene expression of TNF-a, IFN-y and IL-10, search morulae presence in the spleen
and evaluate the splenic cells’ immunophenotype before, at days 6, 18 and 30 days
post inoculation and 25 days after the treatment with doxycycline cloridrate, in five
cross-bred dogs inoculated with Ehrlichia canis Jaboticabal sample. At the experimental
conditions of this research, the beginning of the development of the clinical signs, six
days after the inoculation (D6) was accompanied by expression of TNF-a and increase
of MHC II" cells (P<0,05) at the splenic cytology when compared to the control group.
As long as the experimental infection was developed (D18) the clinical signs were
becoming worse, the dogs presented fever, lymphadenomegalia and spleenomegalia
accompanied by thrombocytopenia, leucopenia and anemia, morulae in the splenic
cytology, significant increase of the expression of TNF-a in leukocytes and splenic
cells, detection of IL-10 both in leukocytes and in splenic cells and the decrease of
CD4+ cells (P<0,05) in comparison to the previous moment and to the control group,
macrophages (P<0,05) compared to the control group, and increase of cells B (P<0,05)
in comparison to the control group and D-1. At day 30 the dogs no more presented the
infection clinical signs, although the thrombocytopenia persisted. Besides, persistent
splenic cells B” increase (P<0,05), significant reduction of CD4" cells and macrophages
compared to D18 and to the control group were observed. The TNF-a reached its
highest expression rate and the detection of IFN-y ocurred. After the treatment (D76),
the animals were clinically healthy, although the thrombocytopenia had persisted. There
was a significant decrease of CD4" cells and macrophages compared to the control
group, significant increase of CD8" cell number when compared to the control group
and decrease of approximately 70% of the TNF-a expression rate. The results have
shown that the experimental infection by Ehrlichia canis Jaboticabal sample leads to an
inflammatory response in the host mediated by TNF-a, capable to reduce the immune-

mediated response by cells and to stimulate the humoral response. The treatment with
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doxycycline cloridrate conducted to the better clinical aspects and increase of the CD4"

cell population, macrophages and reduction of the TNF-a expression.

Keywords: Dogs, Experimental infection, Ehrlichia canis, CD4" cells, TNF-a.



1. INTRODUGAO

A erliquiose canina foi descrita pela primeira vez na Argélia, quando DONATIEN
& LESTOQUARD (1935) observaram que cées infectados com carrapatos
desenvolviam uma doenga severa caracterizada por anemia.

No Brasil, o primeiro relato de erliquiose canina foi em Belo Horizonte - MG,
quando COSTA et al. (1973) analisando esfregagos sanguineos, encontraram uma
inclusdo citoplasmatica, em um linfécito, com aparéncia tipica de Ehrlichia canis.

Anos mais tarde, MAREGATI (1978) apud KAVINSKI et al. (1988) relataram a
ocorréncia de erliquiose na cidade de Jaboticabal. Posteriormente, MACHADO (1993)
apud MACHADO (2004) isolou uma amostra de Ehrlichia canis de um céo, fémea da
raca Weimaraner em fase aguda da doencga, atendido no Hospital Veterinario - UNESP/
Jaboticabal.

A erliquiose vem sendo registrada em numero aparentemente crescente nesse
Hospital Veterinario. Um levantamento feito entre os anos de 1985 e 1994 mostrou um
total de 342 casos da doenga (CORDEIRO et al., 1996). TINUCCI-COSTA &CAMACHO
(1994)", verificaram que a erliquiose canina, representava 1,95% da casuistica clinica
de pequenos animais no mesmo hospital. Mais recentemente, MUNHOZ et al. (2003)
encontraram uma casuistica de 3,9%, mostrando a crescente incidéncia da erliquiose
em caes atendidos no Hospital Veterinario — UNESP/Jaboticabal.

A erliquiose canina vem sendo alvo de varios estudos realizados no Laboratorio
de Imunoparasitologia da UNESP/Jaboticabal desde o isolamento da amostra obtido
por MACHADO (1993).

Em um desses estudos CASTRO et al. (2004) observou, em caes
experimentalmente infectados com a amostra E. canis de Jaboticabal, que todos
apresentaram alteragbes clinicas, hematoldgicas e anatomopatologicas, além de
imunidade humoral especifica e presenca de infiltrados mononucleares em varios

tecidos. Posteriormente, o0 mesmo pesquisador, dando continuidade ao seu trabalho,
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avaliou a imunidade celular de caes infectados com a amostra E. canis de Jaboticabal e
sugeriu que a infecgao experimental por E. canis desperta no hospedeiro um padrao de
resposta imunoldgica do tipo Th1 (CASTRO, 2004). Neste interim outros pesquisadores
avaliaram varios aspectos da erliquiose canina natural e experimental, como por
exemplo OLIVEIRA et al. (2000) ao observarem que 48 (92,31%) dos 52 cédes com
suspeita clinica de erliquiose canina apresentavam titulos de anticorpos anti-E. canis.
Posteriormente, ORIA (2001) detectou infiltrado inflamatério de células mononucleares
no limbo, corpo e processo ciliar e anticorpos anti-E. canis no humor aquoso de caes
naturalmente e experimentalmente infectados. Ainda neste periodo, SILVA (2001)
identificou alteragdes clinicas, hematologicas e hiperplasia granulocitica e
monofagocitaria na medula 6ssea durante a fase aguda da doenga, em caes
experimentalmente infectados, com a amostra E. canis de Jaboticabal.

Anos mais tarde NAKAGHI et al. (2008) demonstraram que a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), o “Dot-ELISA” e a nPCR sao testes eficientes no
diagnodstico da E. canis em cé&es naturalmente infectados. Seus estudos foram
complementados por FARIA et al. (2010) ao concluirem que a nPCR de sangue e a de
baco se equivalem no diagndstico da erliquiose canina de ocorréncia natural e ainda
que a pesquisa e moérulas em aspirados esplénicos € mais eficaz quando comparada a
da papa leucocitaria.

Além da E. canis DAGNONE et al. (2009) também identificaram amostras de
Anaplasma platys em cées atendidos no Hospital Veterinario — UNESP/Jaboticabal.

Varios foram os estudos realizados sobre a erliquiose canina, contudo algumas
duvidas ainda permanecem a respeito do tipo de resposta imunolégica e as implicagdes
dessa resposta para o organismo do animal. Neste estudo objetivou-se avaliar os
efeitos imunopatolégicos causados em caes pela infecgado experimental com a amostra
E. canis de Jaboticabal baseado no perfil de citocinas produzidas, relacionando com a

imunofenotipagem de células esplénicas.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Erliquiose canina

A erliquiose canina é causada pela E. canis, bactéria gram-negativa intracelular
obrigatéria, que pertence a Ordem Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae e Género
Ehrlichia (DUMLER et al.,, 2001), transmitida, principalmente, pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus (LEWIS et al., 1977), e embora, em condi¢oes
experimentais, o carrapato Dermacentor variabilis também seja capaz de transmitir a E.
canis (WANER et al., 1999). No Brasil, COSTA Jr et al. (2007) incluiram também o
Amblyomma cajennense como potencial vetor de E. canis em areas rurais.

Organismos pertencentes a familia Anaplasmatacae dos géneros Ehrlichia e
Anaplasma tém sido responsaveis por causar doencas em seres humanos. Dentre eles
a E. chaffeensis é um dos principais agentes causadores da erliquiose humana, além
disso € geneticamente semelhante a E. canis (WINSLOW et al., 2005). PEREZ et al.
(1996) encontraram um microorganismo, analogo a E. canis, infectando humanos na
Venezuela, e sugeriram que a erliquiose canina seja uma zoonose. Reforgando esse
achado, DINIZ et al. (2007) apontaram a E. canis como possivel agente zoonotico e
sugeriram que varios seres humanos sao constantemente expostos a bactéria, uma vez
que, carrapatos R. sanguineus podem parasitar humanos (DANTAS-TORRES et al.,
2006).

A doenga tem um periodo de incubacdo de oito a 20 dias (TROY &
FORRESTER, 1990) em animais natural e experimentalmente infectados e, apds esse
periodo, seguem as fases aguda, subclinica e cronica da doenga (HARRUS et al. 1999;
WANER et al., 1999). Na infec¢ao experimental € possivel diferenciar as trés fases, que
n&o sdo evidentes em infecgdes naturais (HARRUS et al., 1999). E importante ressaltar
que variacdes no periodo de incubagao da doenca podem estar associadas a diferentes
amostras do parasita. Estudos realizados por UNVERA et al. (2009) demonstraram ao
infectarem um animal com a amostra Novo México que a manifestacdo dos sinais

clinicos ocorreu a partir de 19 dias apods a inoculagao. Ja NORMAND et al. (2009)



observaram o aparecimento de sinais clinicos 11 dias apos a infeccdo experimental
com a amostra E. canis Borgo 89.

A fase aguda perdura por duas a quatro semanas (TROY & FORRESTER, 1990)
sendo caracterizada por hipertermia, perda de peso, anorexia, palidez de mucosas,
depressao, linfadenomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia, disturbios
cardiorrespiratorios, diatese hemorragica, vasculite, sinais oculares e musculares, e
poliartrite (TROY et al., 1980; TROY & FORRESTER, 1990; WANER et al, 1999;
DAGNONE et al.,, 2001; SILVA, 2001; CASTRO et al., 2004). Outros autores
observaram também melena, epistaxes, edema, sensibilidade renal, vdmito e diarréia
(OLIVEIRA et al., 2000; FARIA et al., 2003). A presencga de proteinuria foi registrada por
CODNER & MASLIN (1992) em seis de oito caes experimentalmente infectados, trés a
quatro semanas apoés a inoculagao. Proteinuria foi também evidenciada por FARIA et al.
(2003) em 40,2% de 72 animais estudados. Sinais neurologicos podem estar presentes,
tanto na fase aguda, como na fase crénica da doencga e estdo comumente associados a
hemorragias, vasculites e extensas areas de infiltracdo inflamatéria nas meninges
(PANCIERA; EWING; CONFER, 2001).

Na fase aguda, a presenca de carrapatos é um achado constante em animais
com erliquiose (TROY & FORRESTER, 1990). Corroborando este dado, FARIA et al.
(2003) verificaram que de 72 caes com morulas de E. canis 27 (37,5%) estavam
parasitados por carrapatos. Em outro estudo, os carrapatos foram encontrados em 68
(53,5%) de 129 caes analisados e, destes, 40 (58,0%) foram positivos para erliquiose,
por meio da PCR (DAGNONE et al., 2003). Porém, MURPHY et al. (1998) detectaram
DNA de E. canis, por meio da nPCR, em apenas dois (3,1%) de 65 caes com
carrapatos no Estado de Oklahoma nos Estados Unidos.

As anormalidades hematolégicas mais comuns durante a fase aguda da
erliquiose canina s&o trombocitopenia, leucopenia e anemia caracterizada como
normocitica normocrémica, geralmente arregenerativa, devido a supressdo da medula
ossea (OLIVEIRA et al., 2000; FARIA et al., 2003; CASTRO et al., 2004; NAKAGHI et
al., 2008).



A trombocitopenia é um achado consistente, mas nao especifico para os casos
de erliquiose canina (BULLA et al., 2004). Todavia, segundo WANER et al. (1995),
BATMAZ et al. (2001) e UENO et al. (2009) a trombocitopenia € a anormalidade mais
comum em caes natural ou experimentalmente infectados, sendo observada em todas
as fases da doenga. Contudo, DAGNONE et al. (2003), mostraram que a
trombocitopenia ndo € um achado consistente em animais com erliquiose canina, pois
detectou-se o DNA da E. canis em 12 de 61 cdes com trombocitopenia.

Os mecanismos envolvidos na patogénese da trombocitopenia na erliquiose
aguda incluem aumento de consumo de plaquetas devido as altera¢des inflamatorias do
endotélio vascular, aumento do sequestro de plaquetas pelo baco e destruicdo
imunoldgica que resulta em diminuicao significativa do tempo de vida das plaquetas
(KAKOMA et al., 1978; HARRUS et al., 1999).

Anticorpos anti-plaquetarios foram encontrados no soro de cées apds a infecgao
experimental com E. canis e parecem nao estar relacionados ao desenvolvimento de
anticorpos anti-E. canis (WANER et al., 1995; HARRUS et al., 1996; WANER et al.,
2000). Esses dados sustentam a teoria de que a trombocitopenia na erliquiose tem um
componente imunomediado e que a exposicdo ao agente infeccioso desencadeia
mecanismos autoimunes no hospedeiro (WANER et al., 2001).

Os sinais clinicos da fase aguda podem, aparentemente, resolver-se sem
tratamento, porém a eliminagcdo da E. canis pode ser dificil e os cades permanecem
infectados, passando a fase subclinica da doenga (HARRUS et al., 1998a).

A fase subclinica tem duracdo variavel, estendendo-se de meses a anos
(CODNER & FARRIS-SMITH, 1986; TROY & FORRESTER, 1990). O animal pode
encontrar-se com trombocitopenia persistente e leucopenia, porém com auséncia de
sinais clinicos (CODNER & FARRIS-SMITH, 1986; WANER et al., 1997; HARRUS et
al., 1998a). Nesta fase, alguns cédes podem apresentar tendéncias hemorragicas,
lesbes oculares, glomerulonefrite (HARRUS et al., 1999) e aumento com persisténcia
dos titulos de anticorpos no soro por um periodo superior a seis meses, indicando
duragcdo prolongada da infeccdo e estimulagdo antigénica (WANER et al., 1997;
HARRUS et al,. 1998a).



IQBAL & RIKIHISA (1994a) acreditam que durante a fase subclinica ocorra
sequestro da bactéria nos tecidos, apos a eliminagdo do parasita do sangue, podendo
resultar em recidiva da doencga. Esta teoria foi comprovada por HARRUS et al. (1998a,
1998b, 2004), que observaram a presenca do DNA erliquial, principalmente no baco,
além da medula 6ssea e do sangue, 34 meses apds a inoculagdo experimental e
acreditam que o bago seja o ultimo 6rgdo a acomodar o parasita antes de sua
eliminagcdo. Em outro estudo realizado em macacos Rhesus inoculados com Anaplasma
phagocytophila, o DNA erliquial também foi detectado no bago antes de sua eliminagao
(FOLEY et al., 1999). Os resultados destas pesquisas sugerem que o parasita pode
permanecer alojado no bago por um periodo maior, comparado aquele no sangue.
Corroborando esta afirmativa, FARIA et al. (2010) observaram que a pesquisa de
moérulas em aspirados esplénicos é 48% mais eficaz que no sangue, em animais
naturalmente infectados.

Outros agentes rickettisiais como E. chaffeensis e Anaplasma marginale podem
persistir no hospedeiro por longos periodos, evadindo-se da resposta imune. Entretanto,
o exato mecanismo desta persisténcia ainda nao esta muito claro (FOLEY et al., 1999;
HARRUS et al., 2004).

HARRUS et al. (1998c) demonstraram que cées experimentalmente infectados
com E. canis e esplenectomizados sofrem a doenga de forma mais branda, quando
comparados aos caes nao esplenectomizados. A hipdtese de que o bacgo produziria
mediadores inflamatérios e outras substancias que poderiam favorecer a persisténcia
da bactéria no hospedeiro e assim atuar na patogénese da doenga. Contrariamente,
humanos com erliquiose e esplenectomizados apresentam a enfermidade mais grave
do que os nao esplenectomizados (RABINSTEIN et al.,, 2000), possivelmente por
reduzirem o “clearence” de antigenos, a resposta a novos antigenos e a fagocitose,
entre outras atividades protetoras (DAVIDSON & WALL, 2001). Essas variagdes
funcionais do bago frente a agentes agressores podem decorrer das multiplas
diferengcas de estrutura e fungdo do 6rgdo entre as espécies, como sugerido por
BOWDLER (2002).



Os céaes, incapazes de montar uma resposta imune efetiva contra a bactéria,
ficam cronicamente infectados (HARRUS et al.,, 1998a). As condi¢des que levam ao
desenvolvimento da fase crénica ndo estdo totalmente elucidadas; entretanto, podem
estar relacionadas a racga, ao estado imune do animal, as condicdes de estresse, as
coinfeccbes com outros parasitas, a cepa ou a localizagdo geografica
(BREITSCHWERDT; HEGARTY;HANCOCK, 1998). Os caes podem apresentar, nesta
fase, depressdo, fraqueza, anorexia, emagrecimento, palidez de mucosas, febre,
hemorragias, edemas periféricos, sinais pulmonares, glomerulonefrite, artrite,
desordens reprodutivas, sinais oftalmicos e alteragbes neurolégicas (HARRUS et al.,
1999; MYLONAKIS et al., 2004). Ocorre, ainda, pancitopenia, devido a hipoplasia da
medula 6ssea (HARRUS et al., 1999; MYLONAKIS et al., 2004), que varia em fungao
da variabilidade e patogenicidade da cepa de E. canis, das areas geograficas e de
fatores ainda desconhecidos (FRANK & BREITSCHWERDT, 1999). Em concordancia
com esses dados KEYSARY et al. (1996) obtiveram a primeira caracterizagado genética
da cepa lIsrael (E. canis 611) e demonstraram diferenca de 0,54% em relagdo a amostra
Oklahoma, e de 0,31% se considerar a amostra E. canis da Flérida, com base no gene
16S rRNA. Para MCBRIDE et al. (1999) a variabilidade da sequéncia hipervariavel dos
epitopos imunogénicos, possibilitaria que o parasita persistisse e se evadisse da
resposta imune do hospedeiro.

Outro estudo demonstrou diferengas genéticas e antigénicas entre quatro genes
bem conservados (gp19, gp36, gp140, gp200) que codificam proteinas imunorreativas
entre diferentes cepas de E. canis (uma americana, uma brasileira, a israelense 611 e a
israelense Ranana) e sugerem que essa variabilidade pode ter relagdo com a resposta
imunoldgica e deve ser considerada quanto a aplicabilidade de diagndsticos e vacinas
(ZHANG et al., 2008). Analisando os resultados desses estudos, pode-se sugerir que o
tipo de resposta imunoldgica pode variar de acordo com a cepa infectante.

Caes com erliquiose cronica tém prognostico reservado, uma vez que a resposta
a terapia pode ser parcial ou mesmo ausente. Os animais podem passar ao estado de
portador do parasita, quando conseguem superar a infeccdo, ou morrer por
complicagdes da doenga (IQBAL et al., 1994). Contudo, EDDLESTONE et al. (2007)



demostraram que animais experimentalmente infectados com E. canis, em fase crénica
da doenga, tratados com doxiciclina (5mg/kg/VO/q12h), durante quatro semanas, ficam
livres do parasita, uma vez que nao detectou-se DNA erliquial no sangue ou tecidos
apos o tratamento.

Anticorpos das classes IgA e IgM especificos aparecem cerca de quatro a sete
dias apos a infeccdo experimental, enquanto que a IgG é detectada 15 dias apds a
infeccdo e parece ser dependente da quantidade de organismos erliquiais aos quais o
animal foi exposto (WANER et al., 2001). Em outro estudo experimental, utilizando-se
culturas de células infectadas com E. canis, o aparecimento de IgG foi observado trés
dias apos a infecgéo (IQBAL et al., 1994).

Segundo HARRUS et al. (1999) a funcdo da imunidade humoral ndo esta
totalmente elucidada, mas parece estar relacionada a patogénese da doenca.
Aparentemente, a imunidade humoral é ineficaz na defesa contra os organismos
ricketsiais, pelo fato das imunoglobulinas n&o atuarem diretamente no parasita no
interior das células infectadas (WANER et al., 2001). Contudo, YAGER et al. (2005) e
FENG & WALKER (2004) observaram que os anticorpos sao efetivos na eliminagao de
E. chaffeensis e E. muris, respectivamente, e aparentemente auxiliam na eliminagao de
Ehrlichia sp (IOE) (ISMAIL et al., 2004).

Alguns mecanismos imunoldgicos que participam da patogénese da doenca,
foram evidenciados por CASTRO (2004) durante a fase aguda da erliquiose
experimental em cées. Os autores observaram infiltrado mononuclear por meio de
imuno-histoquimica, que revelou areas foliculares positivas para IgG, IgM e presencga de
grande numero de células CD3"*, em regido medular de linfonodos e no corddo
esplénico, e aumento da populacéo de células CD8".

O diagndéstico laboratorial da erliquiose pode ser realizado, rotineiramente, pela
identificacao direta de corpusculos de inclusdo ou moérulas de E. canis em leucdcitos de
sangue periférico (ELIAS, 1991). Importante ressaltar, que, na maioria dos casos de
infecgcado natural, a deteccdo direta do parasita ndo € possivel, devido ao pequeno
numero de células infectadas (HARRUS et al., 1997).



Em estudos realizados a partir de esfregago de sangue periférico, FRANK &
BREITSCHWERDT (1999) observaram a presenga de morulas em apenas uma dentre
62 amostras avaliadas e OLIVEIRA et al. (2000) em apenas uma dentre 52 amostras.
MYLONAKIS et al. (2003) sugeriram que a pesquisa de mérulas na papa leucocitaria e
nos aspirados de linfonodos é mais sensivel quando comparada a pesquisa feita em
esfregaco sanguineo de ponta de orelha e medula 6ssea e, pode ser utilizada na rotina
hospitalar. Contudo, outro estudo, constatou que a pesquisa de mérulas em aspirados
esplénicos é mais eficaz quando comparada a pesquisa de morulas em papa
leucocitaria (FARIA et al., 2010).

A deteccao de anticorpos especificos anti-E. canis no soro, por meio da RIFI,
desenvolvida por RISTIC et al. (1972) e desde entdo aplicada no diagndstico da
doenca, foi considerada por WANER, STRENGER & KEYSARY (2000) como a técnica
mais confiavel e sensivel de detec¢cdo de anticorpos para qualquer fase da doenca.
Contudo, a RIFI ndo determina o periodo em que ocorreu a exposi¢cao e também néo é
capaz de distinguir entre infecgdo aguda e a exposi¢cao anterior, uma vez que 0s caes
podem permanecer com altos titulos por um longo periodo, mesmo apds a eliminagao
do parasita (IQBAL et al., 1994; HARRUS et al., 1998a).

Varios pesquisadores demonstraram que mesmo apos o tratamento bem
sucedido da erliquiose, o animal continua apresentando titulos altos de anticorpos no
soro (PERILLE & MATUS, 1991; IQBAL & RIKIHISA, 1994b; WEN et al., 1997;
BREITSCHWERDT,HEGARTY, HANCOCK, 1998; HARRUS et al., 1998b; NEER et al.,
1999; FRANK & BREITSCHWERDT, 1999). Devido a isto, ndo é confiavel estabelecer o
diagndstico definitivo da erliquiose usando apenas o teste sorologico, especialmente em
areas endémicas, uma vez que os caes podem, constantemente, ser reinfectados ou
manterem-se positivos mesmo apds a eliminagdo do parasita (WEN et al., 1997;
HARRUS et al., 1998a,1998b, 2001).

Em relagao & aplicacdo do “Dot-ELISA” (Immunocomb®,Biogal, Israel) como teste
diagndstico, CADMAN et al. (1994) demonstraram ser um ensaio sensivel e especifico,
que nao necessita de equipamento sofisticado para sua realizagao, além de ser mais

rapido, quando comparado a RIFl. Empregando o mesmo ensaio para analisar caes
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com suspeita clinica de erliquiose, OLIVEIRA et al. (2000) verificaram titulos de
anticorpos anti-E. canis em 48 de 52 e FARIA et al. (2010) detectou resultado positivo
em 33 de 40 amostras.

O uso do ELISA para a deteccao de antigeno erliquial presente no plasma de
caes experimentalmente infectados segundo WANER et al. (1996), ndo ofereceu
resultados confiaveis para o diagnostico da erliquiose.

Reagbes sorolégicas cruzadas entre E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii e outras
espécies de erliquias sdao comuns (WEN et al.,, 1997; NEER et al., 2002) e a
identificacdo da espécie pode ndo ser obtida, tornando importante a utilizacdo de
técnicas de biologia molecular, como a nPCR.

A nPCR é um ensaio altamente especifico e sensivel, sendo uma técnica capaz
de determinar se um céo soropositivo é portador ou ndo de E. canis, (IQBAL &
RIKIHISA,1994b; WEN et al., 1997) podendo também ser empregada para avaliagao
da eficacia da terapia contra E. canis (HARRUS et al., 1998b).

Aspirados de bago, figado, rins, mesentério, linfonodos popliteos, sangue e de
medula éssea de caes infectados, podem ser utilizados para extragcdo de DNA do
parasita; contudo, para alguns pesquisadores o DNA extraido de bago é o melhor tipo
de amostra para PCR, no diagndéstico do estado de portador de E. canis, durante a fase
subclinica (IQBAL & RIKIHISA, 1994a; HARRUS et al., 1998a). Todavia, FARIA (2006)
comparando a detecgcao de DNA erliquial em sangue e aspirados de bago, constatou
que ambos sao eficientes no diagndstico da doenga em caes naturalmente infectados.
Esses dados séo reforgados por BANETH et al. (2009) que também constatarm que o
material esplénico e o sangue s&o efetivos para a pesquisa de DNA erliquial em animais
experimentalmente infectados durante a fase aguda da doenca.

Recentemente, alguns indicadores prognésticos foram estabelecidos em um
estudo realizado por SHIPOV et al. (2008). Leucopenia (< 0,93 X 10%pL), anemia
severa (hematdcrito < 11,5%), hipocalemia (< 3,65 mmol/L) e tempo de tromboplastina
parcial ativada aumentada (>18,25 segundos) indicam prognéstico desfavoravel com
100% de probabilidade de 6bito. De forma contraria, leucécitos acima de 5,18 X 10%/uL,

contagem plaquetaria acima de 89,5 X 10° /uL, hematdcrito superior a 33,5%, tempo de
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tromboplastina parcial ativada abaixo de 14,5 segundos e hipercalemia (>4,75 mmol/L)
indicam 100% de predicdo para sobrevivéncia. Os mesmos autores comentam que
estes indicadores prognosticos podem ser faciimente obtidos, ndo séo caros e podem
ser uteis quanto a decisao sobre tratamento.

O tratamento da erliquiose canina € baseado no uso de tetraciclinas, doxiciclina,
dipropionato de imidocarb, quinolonas e terapia de suporte (TROY & FORRESTER,
1990).

2.2. Imunopatologia da erliquiose canina.

As citocinas sdao um grupo de proteinas produzidas por muitos tipos celulares
incluindo linfocitos, macrofagos, neutréfilos, basdfilos, mastdcitos, eosindfilos, além de
células endoteliais, epiteliais e do tecido conectivo. Estdo envolvidas em varias funcdes
organicas dentre as quais a hematopoiese, imunidade inata e adaptativa, ativagado das
respostas imunolégicas tipos Th1 e Th2 (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI, 2008). As
células Th1 produzem basicamente IL-2, IFN-y e TNF-a, responsaveis pela resposta
mediada por células. As células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10 e estao relacionadas
com a producgao de anticorpos.

Ao longo dos anos foram sendo conhecidas muitas das fungdes de cada uma
das citocinas. TRINCHIERI (2003) observou que diferentes classes de patdgenos
reconhecidos pelas células inflamatérias induzem a producdo de diferentes citocinas
pré-inflamatérias. Aparentemente, sdo os receptores distribuidos nas superficies das
células inflamatorias que determinam, em parte, o padrdo de citocinas e outros
mediadores que serdo induzidos naquela condigao especifica.

As citocinas participam de muitos processos no organismo e varias
desempenham atividades conhecidas em processos patologicos. Além disso, estudos
mostram citocinas envolvidas na prote¢cao do hospedeiro contra as infecgdes, enquanto
que outras exacerbam os danos causados aos hospedeiros. Conhecimentos advindos

de experimentos com animais infectados por agentes parasitarios tém esclarecido o
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mecanismo de acdo de muitas delas (BARNEWALL & RIKIHISA, 1994; SANTOS-
GOMES et al., 2002; BRACHELENTE et al., 2005).

Num estudo em seres humanos apresentando erliquiose granulocitica, observou-
se o desenvolvimento de altos niveis de IFN-y no soro, sugerindo predominio da
imunidade mediada por células (DUMLER et al.,, 2000). RINKLER et al. (2005)
averiguaram, em camundongos experimentalmente infectados com Anaplasma
phagocytophilum, que a imunidade mediada por células, principalmente células T é
imprescindivel para debelar a infeccdo. Em outro estudo realizado, observou-se que
seres humanos coinfectados com A. phagocytophilum e Borrelia burgdorferi
apresentaram aumento na produgao de citocinas, que culminou com o aumento da
permeabilidade vascular da barreira hematoencefalica, agravando a resposta
inflamatoria e o grau de lesédo neural (GRAB et al., 2007).

Os hemoparasitas, tém a capacidade de induzir a expressao génica de citocinas
in vitro. IL-1B8, TNF-a, IL-6 sao induzidas pela cultura de A. phagocytophilum com
leucocitos humanos (KIM & RIKIHISA, 2002). Em outro estudo in vitro, observou-se que
monaocitos de humanos infectados com Ehrlichia chaffeensis produzem IFN-y que tem
funcao protetora por estimular macréfagos a eliminarem o parasita (BARNEWALL &
RIKIHISA 1994; RIKIHISA, 2006).

Varios pesquisadores tém utilizados camundongos como modelo experimental na
tentativa de avaliar a relagdo parasita-hospedeiro que as erliquias estabelecem com o
individuo, com intuito de entender os mecanismos imunopatolégicos que ocorrem
nessas enfermidades (WINSLOW et al., 2005). Por exemplo, MARTIN, CASPERSEN &
DUMLER (2001) avaliaram os efeitos imunopatologicos da infecgdo experimental com
A. phagocytophilum em camundongos e observaram naqueles que eram deficientes em
IFN-y alta quantidade do parasita no sangue e tecidos. Em contraste, na auséncia de IL-
10 foi observado extenso dano hepatico, porém poucos parasitas no sangue e tecidos.
Estas alteragdes sao justificadas pelo fato do IFN-y ser imprescindivel para eliminagéo
de micorganismos intracelulares, pois € a principal citocina a estimular a ativagao de
macréfagos (ABBAS; LICHTMANN;PILLAI 2008). Entretanto, a IL-10 € inibidor de

macrofagos e, € responsavel por modular a resposta inflamatéria exacerbada,
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justificando a lesdo tecidual e a diminuigdo de parasitas apresentadas pelos
camundongos infectados com A. phagocytophilum (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI
2008).

FENG & WALKER (2004) observaram, em camundongos experimentalmente
infectados com E. muris, que TNF-a e IFN-y atuam de forma sinérgica contra o parasita.
Entretanto, de acordo com ISMAIL et al. (2004) o TNF-a esta diretamente relacionado a
gravidadde da doencga. Os autores observaram que quanto mais virulenta a amostra de
Ehrlichia spp ha predominio da subpopulagéo esplénica de células TCD8" e aumento
na producao de TNF-a, o que contribui para o desenvolvimento de uma sindrome
semelhante ao choque, causando o Obito dos animais infectados. Segundo
ABBAS,LICHTMANN & PILLAI (2008) a principal fungao do TNF-a é recrutar neutréfilos
e mondcitos para focos de infecgdo, sendo responsavel por regular e mediar a
imunidade inata e a resposta inflamatoria aguda. Ja o IFN-y € produzido por células
TCD4", TCD8" e NK, e sua principal fungdo é ativar macrofagos e estimular a
expressdo de moléculas MHC de classes | e Il, além da resposta imunolégica do tipo
Th1 inibindo a Th2 (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI 2008).

De acordo com BITSAKTSIS, HUNTINGTON & WISLOW (2004), WISLOW et al.
(2005) e CHOI et al. (2007) infecgdes com microorganismos erliquiais despertam no
hospedeiro uma resposta imune mediada por células TCD4" que resulta na producéo
de IFN-y que induz a morte dos patdégenos intracelulares, como por exemplo a Ehrlichia
ssp.

Estudos posteriores realizados na tentativa de avaliar aspectos
imunopatolégicos em hospedeiros infectados com diferentes amostras de Ehrlichia ssp,
demonstraram que a resposta imunoldgica varia com amostra infectante. Além disso,
para a adequada protecdo contra uma amostra altamente virulenta € necessario a
producdo de células efetoras derivadas tanto de células TCD4" quanto de TCD8,
juntamente com uma intensa podugdo de IFN-y, as quais influénciam diretamente a
capacidade do hospedeiro reagir ao parasita (THIRUMALAPURA et al., 2008).
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Poucos sao os estudos dessas citocinas na erliquiose canina causada pela E.
canis. Em um deles, UNVER et al. (2006) procuraram detectar os niveis de expressao
génica de IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y e TNF-a em leucocitos de cées
experimentalmente infectados com a amostra E. canis Novo México, diferente
geneticamente da amostra Oklahoma. Neste estudo, os autores observaram uma maior
expressdo do mRNA dos genes IL-15 e IL-8 e concluiram que estas citocinas poderiam
ser responsaveis pelos sinais clinicos observados nos caes avaliados. Em outro estudo
realizado, os pesquisadores demonstraram que cdes SRD (Sem Raga Defina)
inoculados com a cepa de Oklahoma expressaram, de forma significativa, 0 mRNA dos
genes TNF-a e IFN-y durante o curso experimental (TAJIMA & RIKIHISA, 2005).

A participacdo das citocinas em eventos patologicos associadas a outras
enfermidades, também, tém sido amplamente estudada. Por exemplo, em caes
naturalmente infectados com o virus da cinomose, GRONE et al. (1998) observaram
que a deplecao linféide esplénica, desmielinizagdo, broncopneumonia e alteragdes
gastrointestinais tém relacdo com o aumento da expressao do mRNA para TGF-f3, IL-6
e TNF-a. MARKUS et al. (2002) sugerem que a desmielinizacdo que ocorrre na
cinomose esta relacionada com a auséncia da expressao de IL-10 e TGF-B,
provavelmente devido ao papel mediador dessas citocinas no organismo. Como ja
mencionado a IL-10 é responsavel por modular a resposta inflamatéria exacerbada,
regulando outras citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-6 . Ja o TGF- é um importante
inibidor da ativacdo de macrofagos e da resposta inflamatéria (ABBAS; LICHTMANN;
PILLAI 2008).

ALMEIDA (2006) observou em caes com ceratocunjuntivite seca decorrente da
cinomose de ocorréncia natural, que a IL-6 e a IL-10 tém fungao protetora na conjuntiva
dos céaes, enquanto que o TNF-a e a IL-1 contribuem para a severidade das lesdes
oculares. BEINEKE et al. (2008) sugerem que o antigeno viral no cérebro e cerebelo de
caes com cinomose induz a expressao génica de citocinas proé-inflamatérias, como IL-6,

e TNF-a, enquanto que IL-10 e TGF-f, ndo se expressaram de forma significativa.
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A IL-6 é responsavel pela indu¢cdo da producédo de proteinas de fase aguda,
como a proteina C reativa, amildide A sérico, fibrinogénio e haptoglobina. Sabe-se que
a produgéo de IL-6, é também estimulada pelo TNF-a. (GRONE et al., 1998). Além
disso, atua tanto na imunidade inata quanto na adaptativa; nesta ultima, juntamente
com a IL-10, estimula a proliferacdo de linfocitos B e inibe a imunidade mediada por
células (ABBAS; LICHTMANN; PILLAI 2008).

Na leishmaniose visceral canina, varios pesquisadores tém buscado avaliar o
perfil da resposta imunolégica de cées natural ou experimentalmente infectados
(SANTOS-GOMES et al., 2002; BRACHELENTE et al., 2005; CHAMIZO et al., 2005),
assim como, correlacionar a carga parasitaria com o tipo de citocinas produzidas
(MANNA et al., 2006; LAGE et al., 2006; SANCHEZ-ROBERT et al., 2008; ALVES et al.,
2009).

O papel das citocinas na patogénese de outras enfermidades que acometem os

caes como, por exemplo, dermatite atépica (NUTTALL et al.,2002), poliartrite
(HEGEMANN et al., 2005), pododermatite linfocitica-plasmocitaria (BREATHNACH et
al., 2006), broncopneumopatia eosinofilica (PEETERS et al., 2006), aspergilose nasal e
rinite linfocitica-plasmocitaria (PEETERS et al.,, 2007), demonstram diferengcas com
relacédo ao perfil de citocinas produzidas em cada doenga.
Aparentemente as citocinas pro-inflamatérias IL13, IL-6, IL-12 e TNF-a estdo
associadas a progressdo de doengas infecciosas por meio da ativacdo de células
inflamatorias e indugdo da producdo de 6xido nitrico por macrofagos. As citocinas como
a IL-10 e o TGF-B tem funcdo essencial na remissdo das enfermidades (BEINEKE et
al., 2008). Contudo, cada doenga exibe, dentro de seus estagios de evolugéo,
diferencas em relagao ao perfil de citocinas produzidas e esse perfil muda de acordo
com a causa ou 0 microorganismo infectante envolvido no processo.

O limitado conhecimento a respeito da imunidade na erliquiose canina motivou
esse estudo que deu continuidade aos trabalhos desenvolvidos por CASTRO et al.
(2004) e CASTRO (2004) que investigaram os aspectos clinicos e imunopatoldgicos em

caes infectados experimentalmente com amostra Jaboticabal de E. canis
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Este estudo pretendeu avaliar o perfil de citocinas produzidas por céaes
experimentalmente infectados pela amostra Jaboticabal de E. canis, durante a fase
aguda da erliquiose e apdés o tratamento com cloridrato de doxiciclina
(5mg/Kg/PO/BID/21 dias) e relaciona-lo com a evolugéo clinica e patologica da

infecgao.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar a expressao génica das citocinas IL-10, IFN-y, TNF-a. por meio da
RT-PCR em sangue periférico e esplénico, antes e durante a infecgao
experimental e apos o tratamento;

e Avaliar o percentual de macréfagos (MAC3877), células B (CD79a"), células
CD4" e CD8"; e células expressando moléculas do complexo de
histocompatibilidade de classe Il (MHC II), em preparacgdes obtidas de aspirados
esplénicos, por meio de imunocitoquimica,;

e Pesquisar morulas de E. canis em preparagoes citologicas obtidas de esfregagos
sanguineos de ponta de orelha e em aspirados esplénicos;

e Buscar relacionar a expressao génica das citocinas com as alteragdes

patolégicas e clinicas induzidas pela infecgao por E. canis em caes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais experimentais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA)
da Universidade Estadual Paulista, campus de Jaboticabal (protocolo 002460-08).

Foram empregados 10 cdes sem raga definida (SRD), irmaos de mesma
ninhada, sendo 5 machos e 5 fémeas, com 2 anos de idade, nascidos e mantidos no
canil experimental do Hospital Veterinario — UNESP/ Jaboticabal, sem contato com
ectoparasitas e alimentados com racdo comercial (Sabor e Vida® - Guabi) e agua a
vontade.

No periodo pré-experimental todos os cdes foram imunizados contra doencas
infecciosas (Duramune Max 5-CvK/4L e Rai-Vac | - Fort Dodge®), vermifugados
(Drontal Plus® - Bayer), conforme protocolo do Hospital Veterinario da UNESP/
Jaboticabal e, preventivamente, tratados com parasiticida (Front Line® - Merial).

Durante o periodo pré-inoculagao, os caes foram avaliados por meio de exames
fisicos e hemogramas periodicos, com o intuito de acompanhar o estado de saude dos
mesmos.

Imediatamente antes da infeccdo experimental foram coletados 10 mL de
sangue, por venipungdo jugular, sendo uma aliquota conservada em acido
etilenodiaminotetracético dissédico (EDTA), para realizagdo de hemograma e nested
PCR e a parte remanescente dessorada e empregada na pesquisa de anticorpos anti-E.
canis e anti-B. canis. Esses mesmos procedimentos foram também realizados apds a
infecgdo experimental, com o intuito de avaliar a soroconversao, detectar o DNA da
bactéria e as alteragdes clinicas e hematolégicas provocadas pela infecgéo
experimental, conforme especificados no Quadro 1.

Apods a inoculagao, os caes dos grupos infectados e controle foram examinados,
enfocando-se, principalmente, a temperatura corporea, coloracdo das mucosas visiveis,
ingestdo hidrica e alimentar além do grau de hidratagdo, frequéncias cardiaca e
respiratoria, tempo de preenchimento capilar, palpagdo dos 6rgaos abdominais e dos
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linfonodos. O exame fisico dos animais foi realizado diariamente até o término do
periodo experimental. Hemogramas foram realizados no Laboratério Prof. Dr. Joaquim
Martins Ferreira Neto (Patologia Clinica) do Hospital Veterinario da FCAV Jaboticabal -
UNESP.

4.2. Inéculo e infecgao experimental

Confirmada a auséncia de infeccao por ambos os parasitas, os 10 caes foram
separados, aleatoriamente, em dois grupos experimentais: Grupo EC composto por
cinco caes que receberam o inéculo de E. canis (EC1 a EC5) e o Grupo CT, composto
pelos demais cées, que serviram como controle (CT1 a CT5).

Os cinco céaes do grupo EC foram inoculados, por via intravenosa, com aliquotas
individuais de 3mL de sangue infectado com a amostra Jaboticabal de E. canis (Gene
Bank n° DQ401044), colhida e criopreservada em nitrogénio liquido (MACHADO, 1993;
AGUIAR, et al., 2007).

Apos a inoculagdo, o aparecimento da parasitemia foi acompanhado por meio de
pesquisa de moérulas em esfregagcos sanguineos de ponta de orelha (ELIAS, 1991),
além do exame fisico diario.

Apds o término da fase aguda, 30 dias (D30) apds a inoculagéo, iniciou-se o
tratamento dos animais infectados com cloridrato de doxiciclina na dosagem de 5mg/Kg
a cada 12 horas durante 21 dias. Ao término do tratamento, no momento D76,
realizaram-se novas coletas para avaliagdo da expressdo génica de citocinas,
celularidade esplénica e da eliminagao da infecgao.

Amostras de sangue e de aspirados esplénicos foram coletadas em intervalos
descritos no Quadro 1 e empregadas para a pesquisa da expressdo génica de

citocinas, imunocitoquimica esplénica, além da pesquisa de mérulas.

4.3. Tempos experimentais e avaliagoes

Os procedimentos realizados e os tempos experimentais adotados previamente e
durante a infecgdo experimental, foram baseados no descrito por CASTRO (2004), e
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estdo descritos no Quadro 1. A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e a nested
PCR (nPCR) foram realizadas no Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento
de Patologia Veterinaria da FCAV — UNESP/Jaboticabal.



Quadro 1. Protocolo experimental instituido para os caes controle e experimentalmente

infectados com a amostra Jaboticabal de E. canis , Jaboticabal, 2010.

TEMPO ~ ~
AVALIACOES DA INFECCAO EXPERIMENTAL
(em dias)
Hemograma
Dia menos 1 RIFI para E.canis e B.canis
(D-1) nPCR para E.canis

(pré-inoculagao)

Pesquisa de morulas em aspirados esplénicos
RT-PCR para avaliar a expressao génica de citocinas

Imunocitoquimica das células esplénicas

Dia zero (DO)

Inoculagdo da amostra E.canis de Jaboticabal

Dia 6 (D6)

(pds-inoculagao)

Hemograma
Pesquisa de moérulas em aspirados esplénicos
RT-PCR para avaliar a expressao génica de citocinas

Imunocitoquimica das células esplénicas

Dia 18 (D18)

(pds-inoculagao)

Hemograma

Pesquisa de morulas em aspirados esplénicos
RT-PCR para avaliar a expressao génica de citocinas
Imunocitoquimica das células esplénicas

nPCR para E.canis e RIF| para E.canis

Dia 30 (D30)

(pds-inoculagao)

Hemograma

Pesquisa de morulas em aspirados esplénicos

RT-PCR para avaliar a expressao génica de citocinas
Imunocitoquimica das células esplénicas

Inicio do tratamento dos animais com cloridrato de
(5mg/Kg/PO/BID/durante 21 dias)

doxiciclina

Dia76 (D76)
(25 dias apés o
término do

tratamento)

Hemograma

nPCR para E.canis e RIFI para E.canis

Pesquisa de moérulas em aspirados esplénicos
RT-PCR para avaliar a expressao génica de citocinas

Imunocitoquimica das células esplénicas
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4.3.1. Técnica das Reagodes de Imunofluoréscencia Indireta (RIFI) para
Ehrlichia canis e Babesia canis.

A RIFI foi realizada como descrito por NAKAGHI et al. (2008), para o sistema E.
canis e por FURUTA et al. (2009), para o sistema B. canis. As amostras de soros foram
diluidas a 1:20 e 1:40 em solugdo salina tamponada com fosfato (Anexo A), e
empregadas na detecgédo de anticorpos anti-E. canis e anti-B. canis, respectivamente.
Depositou-se 10 uL do soro diluido, em cada pogo nas laminas, nos quais estavam
fixados os substratos antigénicos (células DH82 infectadas com moérulas de E. canis /
hemacias parasitadas com B. canis), reservando-se dois pogos em cada lamina para a
adicao das amostras de soros controle positivo e negativo, frente aos antigenos de E.
canis e de B. canis. Posteriormente incubaram-se as ldaminas em cadmara umida a 37°C,
por 30 minutos para E. canis e por 45 minutos para B. canis. A seguir, as laminas foram
lavadas em PBS (pH 7,2), secas, e a cada pogo, adicionados 10 uL de conjugado anti-
IgG de cdo (catalogo n° F7884 Sigma®), diluido conforme orientacdo do fabricante. O
material foi incubadonovamente a 37°C por 30 minutos para E. canis e por 45 minutos
para B. canis, em camara umida.

Depois de montadas em glicerina tamponada, avaliaram-se as laminas a
microscopia com emissdo de luz ultravioleta. Para E. canis, foram considerados
positivos aqueles soros que reagiram em diluigbes maiores ou iguais a 1:20; a
positividade da reacdo deu-se pela observagcdo de fluorescéncia nas morulas,
comparativamente as amostras de soro controle positivo e negativo. Para B. canis,
consideraram-se positivas as reagdes em que toda a periferia do parasita apresentasse

fluorescéncia, na diluigao de 1:40.
4.3.2. Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Neste estudo empregou-se a nPCR padronizada por NAKAGHI et al. (2008) e

também utilizada por FARIA et al. (2010), descrita a seguir, resumidamente.
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A extracdo de DNA do sangue total foi realizada por meio do QlAamp® DNA
Blood Mini Kit (cat. n° 51104, Qiagen®), como descrito por MURPHY et al. (1998)
seguindo as orientagdes preconizadas pelo fabricante.

Os primers utilizados para a PCR de Ehrlichia spp basearam-se na sequéncia do
gene 16S rRNA ECC e ECB, que amplifica todo o género. Na nPCR para amplificagao
do DNA da espécie Ehrlichia canis foram utilizados os primers ECAN e HE3 (MURPHY
et al.,, 1998 e HARRUS et al., 1998a).

ECC: (5- GAACGAACGCTGGCGGCAAGC -3’) — sense

ECB: (5- CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA -3’) — anti-sense

ECAN: (5- CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA -3’) — sense

HE3: (5'- TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT -3’) — anti-sense

As reagbes constituiram-se por 5,0uL do DNA da amostra em 5,0uL de tampao
da PCR (PCR buffer 10X — 100mM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCIl), 0,2mM de cada
deoxinucleotideo (dTTP, dATP, dGTP, dCTP, Invitrogen® cat. n°10297018), 2,5mM de
Cloreto de Magnésio, 1pmol de cada primer (Invitrogen®), 0,25U de Taq DNA
Polimerase Recombinante (Invitrogen® cat. n°11615010) e agua mili-Q filtrada e
autoclavada qg.s.p. 50puL.

As reacgbes de amplificagdo foram conduzidas em termociclador (MJ Research -
PTC 200). A amplificagdo com os primers ECC e ECB consistiu-se de um ciclo inicial a
94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por um minuto,
anelamento a 65°C por dois minutos e extensao a 72°C por dois minutos, € uma
extensao final a 72°C por cinco minutos.

Para a segunda amplificagcao utilizaram-se as mesmas solugdes, além de 1,0uL
da amostra de DNA amplificado e os primers espécie-especificos ECAN5 e HE3. A
reacao constituiu-se de trés ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto, anelamento
a 55°C por dois minutos e extensdo a 72°C por um e meio minutos e 37 ciclos de
desnaturacao a 92°C por um minuto, anelamento a 55°C por dois minutos e extensao a
72°C por um e meio minutos, aléem da extensdo final a 72°C por cinco minutos
(MURPHY et al., 1998).
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Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose (Invitrogen® cat. n° 15510019) a 1,5% corado com brometo de etidio
(0,5uL/mL) em tampao de corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2mM EDTA pH 8,0) e a
eletroforese realizada a 100V/50mA durante 90 minutos. Para a determinacdo dos
produtos amplificados utilizou-se um marcador de tamanho molecular de 100 pares de
base (100bp ladder, Invitrogen® cat n°® 15628019). Os resultados foram visualizados e
analisados por meio de um transiluminador de luz ultravioleta (2020E) acoplado a um

programa computacional analisador de imagens (Eagle Eye Il - Stratagene®).

4.4. Expressao génica das citocinas

Neste estudo avaliou-se a expressdo génica de citocinas utilizando a técnica de
transcricdo reversa do mRNA (RT-PCR), como preconizada por CHAMIZO et al. (2001)
e empregada por ALMEIDA (2006).

4.4.1. Extragcao do RNA

Protocolos relativos a extracdo do RNA e processamento da reacao de RT-PCR
foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia de Plantas (LBMP) do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, campus de Jaboticabal.

O sangue foi coletado por venipungao jugular, acrescido de EDTA. Nessa etapa
utilizaram-se 6mL de sangue. A seguir, prosseguiu-se a separagdo dos leucdcitos,
utilizando-se o Histopaque 1077 (Sigma cd6d. 1077-1) e o Histopaque 1119 (Sigma cod.
1119-1), de acordo com as instrugbes do fabricante; centrifugado a 700g por 30
minutos. Na sequéncia, coletou-se o anel de células, que foi lavado em solucao salina a
0,85% preparada em agua tratada com dietil-pirocarbonato (DEPC), entéo
centrifugadas por 10 minutos a 4°C, para retirada do Histopaque. A seguir, procedeu-se
a extracdo do RNA das células utilizando-se o Trizol Reagent (Invitrogen® cat. n°
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15596-026), seguindo-se o protocolo do fabricante, adaptado no LBMP/UNESP,
Jaboticabal.

Para as amostras de baco, realizou-se a extracao diretamente do material obtido
da puncgéo, conservado em EDTA, mantido no gelo até o momento da extragao,
realizado logo apods o término da coleta. Para a extragdo do RNA, utilizou-se 1000uL de
Trizol Reagent a 4°C, agitado em vortex durante um minuto e mantido em temperatura
ambiente durante cinco minutos. A seguir adicionaram-se 200ul de cloroférmio, agitado
em vortex por mais um minuto e mantido a temperatura ambiente por trés minutos.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 12.000g por 15 minutos a 4°C. Ato
continuo, coletou-se o sobrenadante que foi acrescido de 500uL de isopropanol a 4°C,
agitado por inversdo durante dois minutos e mantido a temperatura ambiente durante
oito minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000g durante 10
minutos a 4°C. Posteriormente descartou-se o sobrenadante e o pelet lavado com
1000uL de etanol a 75%, mantido em -20°C, e novamente centrifugaram-se as
amostras a 7500g durante cinco minutos. Posteriormente descartou-se o sobrenadante
e as amostras deixadas a temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir suspendeu-se
o pelet em 60uL de agua tratada com DEPC e congelados a -80°C, até o momento do
uso.

Os primers utilizados na reagdo de PCR foram desenhados para garantir a
amplificagdo de fragmentos de cDNA, dispensando a necessidade de tratar as amostras
com DNAse. As amostras que estavam contaminadas com DNA foram tratadas para

eliminar essa contaminacéo. O protocolo utilizado encontra-se no Anexo B.
4.4.2. Reacgao de transcrigao reversa

Para realizacdo da reacao de transcriptase reversa, utilizou-se o Termociclador
PTC-200 Peltier Thermal Cycler MJ Research, USA. A mistura inicial da reagéo
constituiu-se por 1ug/uL de RNA extraido, 40U de RNAseout Recombinant Rnase
Inhibitor (Invitrogen® cat. n° 10777019), 0,5 ug de Oligo dT12-18 (Invitrogen® cat. n°

15508013), agua tratada com DEPC, em quantidade suficiente para completar um
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volume final de 11uL e incubada a 65°C por 5 minutos. A esta mistura acrescentou-se
1,0mM de dNTP (dTTP, dATP, dGTP, dCTP, Invitrogen® cat. n° 10297018), 3,0mM de
Cloreto de Magnésio, (tampao 5x da enzima Transcriptase Reversa [Tris-HCI (250 mM,
pH 8,3), KCI (375 mM), MgCI2 (15 mM)], 1uL da enzima Transcriptase Reversa Impron
II (Promega cat. n°® A3803) e posterior incubagao a 25°C por 5 minutos, seguidos por 60
minutos a 40°C. Apds a obtencdo do cDNA, o mesmo foi armazenado a -20°C até o

momento do uso.

4.4.3. Reagao em cadeia da polimerase (PCR) para amplificagao das regioes

génicas codificadoras de citocinas

A amplificagdo dos genes GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) (Gene
Bank AF054608), IL-10 (Gene Bank U33843), TNF-a (Gene Bank X94932), e IFN-y
(Gene Bank S41201) foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
especifica, em termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler. A sequéncia dos
oligonucleotideos iniciadores ou “primers”, utilizados para amplificagdo de cada gene, a
sequéncia dos genes no Genebank, o tamanho dos fragmentos gerados e as
referéncias das quais obtiveram-se os “primers”, estdo descritos no Quadro 2.

Nas reagbes de PCR, foram utilizados 2,5 uL de cDNA provenientes da reagao
de transcricdo reversa, sendo acrescentados ao tampéao da reagado 10X [Tris- HCI (200
mM; pH 8,4), KCI (500 mM)], 1,5 mM MgCI2, dNTP (0,2 mM) (Invitrogen®, cat. n°
10297018), 10 pmol de um dos primers especificos para GAPDH, IL-10, TNF-a e IFN-y,
previamente publicados (CHAMIZO et al.,, 2001), e 1,0 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen®, cat. n° 11615010), completando-se com agua mili-Q filtrada e autoclavada,
para um volume final de 20 puL. As amplificagbes foram compostas de um ciclo inicial a
94°C por 3 minutos, seguido da desnaturagdo, anelamento, extensdo e uma extensao
final. As temperaturas de desnaturagao, anelamento e extenséo, estao discriminadas no
Quadro 3.



26

Quadro 2. “Primers”, tamanho dos fragmentos gerados, sequéncia no GeneBank e
referéncia dos “primers” para amplificagdo dos genes de interesse.

Jaboticabal, SP. Janeiro/2010.

e . iP:  rEs s Referéncia
Citocina Primers” (5" — 3’) Frag. (bp) (GeneBank)
cappy | CTGATGCTGGTGCTGAGTATG 282 CHA('\g'OZO? )et al.

GTGATGGCATGGAC(G/T)GTGG (AF054608)

NF.q | GCCCAGACAGTCAAATCATC 202 CHA('\Q'OZO? )et al.

CTTGATGGCAGAGAGTAGGTTG X64932)
110 GAGCTCCGAGCTGCCTTC 274 CHA('\g'OZO? )et al.
GATGAAGATGTCAAACTCACTC (U33643)
CHAMIZO et al.
IFN-y | CATTCAAAGGAGCATGGATACC 202 (2001)
GACTCCTTTTCCGCTTCCTTAG (S41201)
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Quadro 3. Condigdes de termociclagem utilizadas na PCR para amplificacdo dos genes
de interesse. Jaboticabal, SP. Janeiro/2010.

Etapa GAPDH TNFa IL-10 IFN-y
Inicial 94°C/3min 94°C/3min 94°C/3min 94°C/3min
Ciclos 45 45 50 50

Desnaturagdo | 94°C/10seg 94°C/10seg 94°C/10seg 94°C/10seg
Anelamento 62°C/10seg 60°C/10seg 60°C/10seg 64°C/10seg
Extenséao 72°C/20seg 72°C/20seg 72°C/20seg 72°C/20seg

Extenséao

. 72°C/7min 72°C/7min 72°C/7min 72°C/7min
Final

4.4.4. Analise da expressao génica relativa

Realizou-se a eletroforese em gel de agarose (Invitrogen® cat. n°15510019) a
1,5%, preparado com tampao TBE 0,5x [Tris (0,045 M), acido boérico (0,045 M) e EDTA
(0,001 M, pH 8,0)] e corado com brometo de etidio. Aliquotas de 5uL dos produtos
amplificados foram adicionadas de 2uL de tamp&o de diluicdo da amostra [0,05% (p/v)
de azul de bromofenol, 40% sacarose (p/v), Tris-HCI (10 mM, pH 7,8), EDTA (1M, pH
8,0). Em cada corrida, aplicou-se o padrdao de tamanho (Fermentas® cat.
n°SMO0311/2/3). A corrida realizou-se em cuba de eletroforese com tampao TBE 0,5x a
80 V, por aproximadamente, 1 hora e 30 minutos.

Ao final da eletroforese, o gel foi posicionado em um transiluminador de UV
(Syngene, Synoptics Ltd ,Cambrigde) e a imagem obtida, digitalizada em programa
computacional Genelink, Genetools, versdo 2.11.03. Confirmou-se a amplificacdo do
gene de interesse pela comparagdo da banda obtida de tamanho esperado com o
padrao de tamanho. A densidade de cada banda foi determinada por escaneamento
densitométrico (valor da intensidade da banda, em pixels, subtraido do “background”)
através do programa de analise Quantity One® 1D (The Discovery Series™, Bio-rad
Laboratories). Calculou-se taxa de expressdo do gene de interesse dividindo-se a
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intensidade da banda do gene-alvo pela intensidade da banda do GAPDH (gene de

expressao constitutiva) da mesma amostra.

4.5. Pesquisa de mérulas

Apods a obtengcdo do material esplénico, coletado por meio da pungao aspirativa
com agulha fina, guiada por ultrassom confeccionaram-se esfregagos em laminas, que
apos secagem foram fixados e corados com Rosenfeld modificado (Anexo A) durante
dois minutos. A pesquisa de morulas foi realizada nas preparagdes citologicas utilizando

microscopio 6ptico em objetiva de 100X (imersao).

4.6. Imunofenotipagem das células esplénicas

As reagdes de imunocitoquimica foram realizadas no Laboratério de
Imunoistoquimica do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, campus de Jaboticabal.

Apods a coleta do material esplénico, obtido por meio da pungao aspirativa com
agulha fina, guiada por ultrassom, este foi conservado com EDTA, em tubo Falcon de
15 mL. Para a lise de hemacias, procedeu-se o choque hipotdénico em agua destilada e,
a seguir, a isotonizagdo do meio com solugao salina 3,6% e, entdo, centrifugagao a
700g por 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e as células foram lavadas com
1,0mL de solugéo fisioldgica. O procedimento foi repetido por duas vezes. Ato continuo
confeccionaram-se as laminas, nas quais depositou-se 80uL da suspensao celular,
deixando-se secar a temperatura ambiente. Posteriormente procedeu-se a fixagao das
células com uma mistura de formol tamponado/acetona (PA) (1:1) por 30 segundos e
secagem em temperatura ambiente. As laminas foram embaladas individualmente em
papel fino, depois em papel aluminio e mantidas a -20°C até o momento do uso.

Previamente as coletas, as |ldminas de microscopia foram pré-tratadas com 0,1
mg/mL de Poly-L-Lysina (Sigma® cat. n° P8920) por 30 minutos, depois enxaguadas em

tampao fosfato (PBS pH 7,2 — Anexo A) e secas ao ar.
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Pesquisaram-se células T (CD4 e CD8), células B (CD79a), células da linhagem
mondcito/macrofago (Myeloid/histiocyte antigen) e células expressando MHC de classe
II (HLA-DR antigen), especificados no Quadro 4, empregando-se o complexo avidina-
biotina (ABC), desenvolvido por HSU, RAINE & FANGER (1981).

No momento do uso retirou-se as laminas do congelador e entdo mantidas em
temperatura ambiente por aproximadamente 20 minutos e posteriormente lavadas em
solucdo tampao de PBS (pH 7,2) com 10% de BSA (PBS+BSA) (Sigma © cat. n°A7906).

Para controle da reacdo, além das células esplénicas utilizaram-se cortes de
linfonodos parafinizados obtidos de animais higidos. As laminas contendo os linfonodos
foram mantidas em estufa a temperatura de 60°C durante uma hora. Posteriormente
submetidas a desparafinizagdo e hidratagdo por meio de duas passagens de 15
minutos cada em xilol PA e, na sequéncia, passagens de 30 segundos em alcool etilico
absoluto PA, alcool etilico a 95% e entao alcool etilico a 70%. A seguir, lavou-se as
laminas em agua destilada e posteriormente, juntamente com as Iaminas contendo as
células esplénicas, lavadas em solugdo tampao de PBS (pH 7,2) com 10% de BSA
(PBS+BSA) (Sigma © cat. n°A7906).

A seguir realizou-se o0 bloqueio da peroxidase enddgena utilizando 92 mL de
metanol e oito mL de agua oxigenada 30 volumes, quatro passagens de 10 minutos
cada. Posteriormente as ldminas foram lavadas durante cinco minutos por trés vezes
em PBS+BSA quando entdo prosseguiu a recuperagao antigénica em banho-maria por
45 minutos a 97°C. As laminas foram imersas em solugdo diluida de recuperacao
antigénica Target Retrieval Solution (Dako® cat.n S1699), contendo 10mL da solugéo
em 100mL de agua destilada. Fez-se uma nova lavagem em PBS+BSA. Bloqueou-se
os sitios inespecificos com Protein Block Serum Free (Dako® cat. n X0909).
Posteriormente, recobriram-se as células com o anticorpo primario na diluicao
apropriada (Quadro 4), e entdo incubadas a 4°C "overnigth". Para os controles
negativos (células esplénicas e cortes de linfonodos) utilizou-se o Universal Negative
Control Mouse (Dako® N1698-1). Apbés o periodo de incubacdo, as retiraram-se as
laminas da geladeira e mantiveram-nas em temperatura ambiente por

aproximadamente 20 minutos, para entdo serem lavadas em PBS+BSA. Na sequéncia,
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incubou-se as laminas com EnVision™ + Dual Link System HRP (Dako® K4061-1) por
60 minutos, a temperatura ambiente. Realizou-se nova lavagem em PBS+BSA e a
reacao revelada pelo substrato cromogénico DAKO liquid DAB (cat. n.° K3466), de
acordo com as instrugées do fabricante. A seguir, a reacdo foi interrompida com a
lavagem das laminas em agua destilada e a contra-coloracao feita com hematoxilina de
Harris modificada (Sigma® cat. n® HHS16). As laminas foram passadas rapidamente
pela bateria de alcool etilico absoluto, alcool etilico a 95%, alcool com xilol (1:1) e xilol,
montadas com Entellan (Merck® cat. n°® 1.07961.0100) e observadas em microscdpio

Optico comum.

Quadro 4. Anticorpos empregados na caracterizagdo morfofuncional dos leucocitos
presentes na citologia esplénica, com o0s respectivos clones,
especificidades, procedéncias e as diluigdes utilizadas nas reagdes de
imunocitoquimica. Jaboticabal, SP. Janeiro/2010.

Anticorpo Clone Especificidade Diluicao
CD4 (VMRD, WA, USA) DH29A0 Camundongo anti-céo 1:20
CD8 (VMRD, WA, USA) CADO46 Camundongo anti-céo 1:20
CD79a (DAKO) HM57 | Camundongo anti-humano 1:10

Myeloid/histiocyte antigen (DAKO) MAC-387 | Camundongo anti-humano 1:50

HLA-DR (DAKO) TAL.1B5 | Camundongo anti-humano 1:300

4.7. Analise dos resultados

A analise estatistica foi realizada com o programa computacional Sigma Stat for
Windows, Versdo 3.0.1, SPSS Inc.2003. Para a analise estatistica dos parametros
hematoldgicos, realizou-se primeiramente uma analise de variancia para medidas
repetidas. Sempre que o resultado se mostrou significante, utilizou-se o teste Dunnett

com significancia de 5%. Para a analise das variaveis independentes (grupo Cxl) foi
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utilizado do teste T de Student também com significancia de 5%. Os dados coletados
relativos a expressao génica e a imunocitoquimica foram submetidos ao teste Mann-
Whitney T, para determinagao das diferengas entre os grupos de animais infectados e o
grupo controle. A andlise de variancia foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e
quando significativa (56%) as diferengas dentro de cada grupo nos diferentes momentos
foram comparadas pelo método Student Newmann-Keuls. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas quando o nivel de significancia foi de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagao da infecgao experimental

5.1.1. Exame fisico dos animais

Os animais do grupo controle (grupo CT) n&o apresentaram alteracbes nos
exames fisicos feitos durante todo o periodo experimental. Inversamente, todos os
animais infectados (grupo EC) tornaram-se inapetentes por volta do 17° dia pds-
inoculagao (PI), havendo a necessidade de apoio nutricional (introdu¢ao de ragdo umida
ou dieta caseira para estimulagdo do apetite). O animal EC2 foi alimentado, durante
quatro dias, por sonda nasogastrica, voltando a se alimentar espontaneamente ao final
deste periodo.

Nos animais de ambos os grupos nao foram observadas alteragdes dignas de
nota quanto ao grau de hidratagdo, frequéncias cardiaca e respiratoria e tempo de
preenchimento capilar. Os animais do grupo EC apresentaram altera¢gdes na coloragéo
das mucosas oral e ocular a partir do 22° dia PI, tornando-se de rdéseo-claras a palidas,
mantendo-se assim até o inicio do tratamento.

A média da temperatura retal (Figura 1) mostrou-se elevada no grupo EC,
registrando aumento significativo (P<0,05) entre os dias 12 e 20 Pl, quando
comparados aos dias anteriores e ao grupo controle voltando aos valores de referéncia
ap6s o dia 22 Pl. Apos este periodo, houve alteragdo individual da temperatura e
somente o animal EC5 manteve a temperatura acima de 39,4°C até o dia 28 pés-
inoculacgao.

Todos o0s animais infectados apresentaram linfadenomegalia dos
submandibulares, pré-escapulares (cervicais superficiais) e popliteos, coincidente com
o inicio do quadro febril.

Quanto a palpagdo abdominal, dois animais (EC1 e EC4) apresentaram
destacada esplenomegalia a partir do 14° dia PI, persistindo até o inicio do tratamento

e, gradativamente, reduzindo ao longo do mesmo.
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Figura 1. Média da variacdo diaria e desvios-padrdo da temperatura dos caes
infectados com a amostra Jaboticabal de E. canis , desde o dia 1 até o dia 30 pods

inoculagao. Jaboticabal, SP. Janeiro/2010. A variagao fisiologica de temperatura para a
espécie canina é de 37,5° a 39,4°C (FEITOSA, 2004).

5.1.2. Hemograma e plaquetas

Quando se avaliaram os resultados dos hemogramas, apresentados pela média,
nao se observaram alteragbes para os cades do grupo controle, como podem ser
conferidos nas Tabelas 1 e 2. Individualmente, cdes deste grupo exibiram algumas
poucas alteragdes nos resultados dos hemogramas, sem que estas pudessem ser
relacionadas a processos patologicos.

Por sua vez, a partir do D3 foi possivel observar trombocitopenia nos caes do

grupo EC, que persistiu até o término do periodo experimental, mesmo apds o
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tratamento. Leucopenia (P<0,05) foi observada a partir do D6 e perdurou, da mesma
forma que a trombocitopenia (P<0,05), até o final das avaliagbes. Quanto a contagem
diferencial de leucdcitos, o grupo EC apresentou eosinopenia (P<0,05) nos dias 18 e
30, assim como neutropenia (neutréfilos segmentados) também no dia 18 (P>0,05),
quando comparados ao D-1. A contagem de basofilos e neutrofilos bastonetes
permaneceu dentro dos valores de normalidade para os dois grupos experimentais.

Anemia discreta foi registrada nos D18 e D30, onde atingiu seus indices mais
baixos (P<0,05) no grupo EC, tanto em relagdo ao D-1 quanto em relagao ao grupo CT.
No D76, apds o tratamento, as contagens médias de hemacias estavam dentro da
variagao de normalidade para a espécie.

O Anexo C contém a tabela com os valores de referéncia do hemograma para a

espécie canina.



Tabela 1. Valores médios obtidos para as caracteristicas eritrométricas e trombométricas em caes controles (CT) e
infectados (EC) experimentalmente com a amostra Jaboticabal de E. canis. Jaboticabal, SP. Janeiro/2010.

Dias Experimentais

-1 6 18 30 76
Hemacias/puL
CT 7.000.000"*  6.680.000"  6.020.000** 7.530.000"*  6.450.000"
EC 7.220.000"*  6.970.000"*  4.510.000%° 4.220.000%° 6.560.000"
Hemoglobina (g/dL)
CT 17,44"2 16,18 15,082 19,58 15,862
EC 17,9272 17,1072 11,88%° 10,94°° 15,82"
Hematocrito (%)
CT 48,98"° 47,02"° 42 42" 53,262 46,22"°
EC 50,50" 48,64 30,78%° 29,30%° 45,28"
Plaquetas/uL
CT 247.600% 249.600" 226.200"° 225.400% 203.400"
EC 222.400" 140.200°° 56.400°° 166.200% 181.400%

Nota: Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre os momentos. (P<
0,05) Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (P< 0,05) entre os grupos
infectado (EC) e controle (CT). Valores de referéncia no Anexo B.

¢¢



Tabela 2. Valores médios obtidos para as caracteristicas leucométricas de cdes controles (CT) e infectados (EC)
experimentalmente com a amostra Jaboticabal de E. canis . Jaboticabal, SP. Janeiro/2010.

Dias Experimentais

-1 6 18 30 76
Leucocitos/plL
CT 8.180" 8.900" 8.160" 7.820M 6.560"
EC 7.380% 5.180°° 3.520%° 5.100°° 5.180"°
Eosindfilos/pL
CT 890" 440" 5002 940" 850"
EC 5207 310% 40°2 5052 260"
Segmentados/uL
CT 4.260" 5.970" 5.460" 4.390" 3.540M
EC 3.980" 3.110%° 2.3907° 3.520" 3.370"
Linfocitos/plL
CT 2.870% 1.790" 1.640" 2.270% 2.040%
EC 2.660" 1.500" 840°° 1.2702 1.240P2
Monécitos/pL
CT 1607 53052 400" 15072 1307
EC 220" 260" 1807 210" 210"

Nota: Letras mailsculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre os momentos. (P<
0,05) Letras minasculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (P< 0,05) entre os grupos
infectado (EC) e controle (CT). Valores de referéncia no Anexo D.

9¢
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5.1.3. Deteccao da infecgao

Méorulas intracitoplasmaticas foram encontradas em esfregagos sanguineos de
ponta de orelha em trés (EC2, EC4 e EC5) dos 5 animais do grupo infectado 15 apéds a

inoculagao, confirmando a parasitemia e a infec¢éo por E. canis.

5.1.4. Detecgao de anticorpos anti-E.canis e anti-B.canis

Os resultados da pesquisa de anticorpos anti-E. canis e anti-B.canis, por meio da
RIFI foram negativos para todos os animais deste experimento no dia -1, demonstrando
que se tratavam de cées ndo expostos aos respectivos hemoparasitas. Nas avaliacdes
subsequentes (D18 e D76), os animais do grupo controle permaneceram negativos aos
anticorpos anti-E.canis, sendo a soroconversao verificada nos animais infectados. Os
titulos variaram de 1:2.560 a 1:5.120 no D18 a 1:320 a 1:2.560 no D76. Todos os
animais mantiveram-se negativos a RIFI anti-B. canis. Os resultados da RIFI podem ser

vistos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados da sorologia anti-E.canis e anti-B.canis obtidos por meio da
RIFI, nos cées dos grupos controle (CT) e infectado (EC), nos periodos
pré-determinados. Jaboticabal, SP. Janeiro/2010.

E. canis (D18) E. canis (D76)

CT1 - -
CT2 - -
CT3 - -
CT4 ; )
CT5 - -
EC1 1:2.560 1:320
EC2 1:2.560 1:2.560
EC3 1:2.560 1:1.280
EC4 1:5.120 1:640
EC5 1:2.560 1:1.280
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5.1.5. Detecgao do DNA de E. canis

O DNA de E. canis foi detectado nos caes infectados somente no 18° dia PI,
tornando-se negativos ap6s o tratamento (D76) (Tabela 4). Os produtos amplificados,
fragmentos de 398 pares de base de E. canis dos caes do grupo infectado, no momento
18, podem ser vistos na Figura 2. Apds o tratamento (D76), também realizou-se a nPCR
do material esplénico, no qual ndo foi evidenciado DNA erliquial em nenhum animal

infectado (Dado ndo mostrado).

Tabela 4. Resultados da nPCR de E. canis dos caes dos grupos controle (CT)
e infectado (EC), nos periodos pré-determinados. Jaboticabal, SP.
Janeiro/2010.

E. canis (D18) E. canis (D76)
CT1 - -
CT2 - -
CT3 - -
CT4 - -
CT5 - -
EC1 +
EC2 +
EC3 + -
+
+

EC4
EC5

398 pb

Figura 2. Visibilizagcdo do DNA de E. canis obtido pela nPCR de amostras de sangue total de cées do
grupo EC, no D18. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular (100 pb); canaleta 2: controle
positivo; canaletas 3 a 7: animais do grupo CT; canatelas 8 a 13: animais do grupo EC;
canaleta 14: controle negativo (agua); pb (pares de base).
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5.2. Avaliagao da Expressao Génica de Citocinas

Avaliacdo da expressdo génica de citocinas foi realizada em leucdécitos de
sangue e em aspirados esplénicos de caes dos grupos EC e CT, obtidos como
descritos no item 4.4.

Em todos os animais e em todos os momentos experimentais avaliados foi
detectado o gene GAPDH, demonstrando a integridade do RNA extraido.

O TNF-a foi expresso em baixos niveis no momento D6. Neste momento (D6) no
grupo CT a média da taxa de expressao foi de 0,40 nos leucdcitos sanguineos, ,
enquanto que no grupo EC essa média foi de 0,05 para os leucdcitos e de 0,77 para o
baco. Nao houve expressdo do TNF-a no bago no grupo CT no momento D6. No D18
houve aumento na expressao do TNF-a de forma significativa no grupo EC em relagao
ao CT. A média da taxa de expresséao para os leucécitos foi de 1,46 e para o bago foi de
3,99 no grupo EC, enquanto que no grupo CT essa média foi de 0,38 somente para os
leucocitos.

A expressao se manteve aumentada tanto no grupo EC (leucécitos e bago) em
D30, sem que houvesse diferenga significativa entre os grupos e os momentos
avaliados. Os leucécitos do grupo EC apresentaram média da taxa de expressao de
2,88 e para o bago a média foi de 4,14. No grupo CT a taxa de expressao foi de 0,03
para os leucécitos e de 1,83 para o baco.

No D76 (apds o tratamento) ocorreu reducao na expressao do gene TNF-a em
todos os animais dos grupos EC, quando a média da taxa de expressao foi 0,42 para
os leucocitos e de 0,47 para o bago. No grupo CT a média da taxa de expressao foi de
0,75 para os leucécitos e nula para o baco.

Analisando as expressdes de TNF-a entre os diferentes momentos apdsa
infeccdo, o D18 destacou-se de forma significativa em relagdo aos momentos D-1 e D6.
Entre os momentos D30 e D76, quando comparados aos outros momentos, ndo houve
significancia.

Diferentemente, a IL-10 estava expressa em todos os cées do grupo EC no D18.

Os leucdcitos dos animais do grupo infectado apresentaram uma média da taxa de
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expressdo de 1,23 e no material esplénico foi de 1,87. As amostras do grupo CT
apresentaram uma taxa de expressao nula. Houve diferencga estatistica entre os grupos
(CT e EC) e entre os momentos avaliados. Em nenhum outro momento experimental a
expressao de IL-10 foi detectada.

O IFN-y estava expresso apenas nos leucocitos de dois animais do grupo EC
(EC2 e EC5), unicamente no momento D30.

Os dados da expressao relativa dos genes alvo podem ser observados na
Tabela 5, e a representacdo grafica da deteccdo dos genes-alvo, bem como a

visibilizacdo das bandas no gel de agarose constam das figuras de 3 a 12.

Tabela 5. Média da taxa de expressdo dos genes IL-10, TNF-a, e IFN-y dos
grupos CT e EC (leucocitos e baco). Jaboticabal, SP. Janeiro/2010.

Momentos
Citocinas Amostra Grupos D-1 D6 D18 D30* D76
CT 0,0 0,00 0,00® 1,83 0,00
Baco b
EC 0,0 0,77 3,99 414 0,47
TNF-a .
. CT 0,0 0,40 0,38 0,03 0,75
Leucdcitos b
EC 0,0 0,05 1,46 2,88 0,42
CT 0,0 0,0 0,00 0,0 0,0
Baco b
1L10 EC 0,0 0,0 1,87 0,0 0,0
. CT 0,0 0,0 0,00® 0,0 0,0
Leucdcitos b
EC 0,0 0,0 1,23 0,0 0,0
CT 0,0 0,0 0,0 0,00 0,0
Baco
EC 0,0 0,0 0,0 0,00 0,0
IFN-y
. CT 0,0 0,0 0,0 0,00 0,0
Leucdcitos
EC 0,0 0,0 0,0 1,50 0,0

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (P<0,05) entre os grupos CO e
EC.
* Inicio do tratamento com cloridrato de doxiciclina
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Figura 3. Visibilizagdo do padrao de bandas obtidas no gel de agarose do gene constitutivo GAPDH. A. D6, B. D18, C.
D30, D. D76. Canaleta 1. marcador de pares de base, Canaletas 2 a 5 amostras de leucdcitos do Grupo EC,
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Canaletas de 6 a 10 amostras esplénicas do grupo EC. Canaletas de 11 a 15 amostras de leucécitos grupo CT.
Canaletas de 16 a 20 amostras esplénicas do grupo CT.
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Figura 4. Visibilizagdo do padrdao de bandas obtidas no gel de agarose do gene IL-10 no momento D18. Canaleta 1.
marcador de pares de base, Canaletas 2 a 5 amostras de leucdcitos do Grupo EC, Canaletas de 6 a 10 amostras
esplénicas do grupo EC. Canaletas de 11 a 15 amostras de leucdcitos grupo CT. Canaletas de 16 a 20 amostras
esplénicas do grupo CT.
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Figura 5. Visibilizagdo do padrdao de bandas obtidas no gel de agarose do gene IFN-y no momento D30. Canaleta 1.
marcador de pares de base, Canaletas 2 a 5 amostras de leucdcitos do Grupo EC, Canaletas de 6 a 10 amostras
esplénicas do grupo EC. Canaletas de 11 a 15 amostras de leucécitos grupo CT. Canaletas de 16 a 20 amostras
esplénicas do grupo CT.
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Figura 6. Representacado grafica da detecgdo do gene IL-10 no momento D18 obtido a partir do programa de analise Quantity one® 1D
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Figura 8. Visibilizacado do padrao de bandas obtidas no gel de agarose do gene TNF-a. A. D6, B. D18, C. D30, D. D76.
Canaleta 1. marcador de pares de base, Canaletas 2 a 5 amostras de leucécitos do Grupo EC, Canaletas de 6 a
10 amostras esplénicas do grupo EC. Canaletas de 11 a 15 amostras de leucdcitos grupo CT. Canaletas de 16 a
20 amostras esplénicas do grupo CT.
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5.3. Imunocitoquimica esplénica

Em todas as reacdes foram utilizados cortes de linfonodos como controle positivo
e negativo. As imunomarcagdes desses controles podem ser visibilizadas na Figura 15

A imunofenotipagem da celularidade esplénica revelou a presengca de
macréfagos, células CD4", CD8", linfocitos B CD79-a", e de células expressando MHC
II" tanto nos animais do grupo CT como nos animais do grupo EC em todos os
momentos experimentais (Figura 16). Foi utilizado como controle negativo cortes de
linfonodos de animais saudaveis e também as células esplénicas dos animais do grupo
CT e EC.

A analise estatistica comparou as médias dos grupos CT e EC nos diferentes
momentos experimentais, e também comparou os momentos dentro de cada grupo.

Em relagdo ascélulas CD4" houve reducdo significativa no niumero de células
marcadas do grupo EC nos momentos D18 (P<0,05), D30 (P< 0,05)e D76 (P< 0,05) em
relacdo ao grupo CT. Além disso, no grupo EC a redugédo das células CD4+ foi
significativa quando comparou-se os momentos D18 e D30 ao momento D-1.

Quando se avaliou as células CD8", de forma geral, estas células foram
detectadas em menor numero em todos os momentos experimentais, tanto no grupo
controle como no infectado. Entretanto, houve um aumento significativo (P< 0,05) no
numero de células CD8" nos animais infectados no D76 em relagéo ao grupo controle.

Ja a imunomarcacéo dos linfocitos B CD79-a" foi significativa nos momentos D18
e D30 (P<0,05) quando foi observado um aumento dessas células no grupo EC em
relagdo ao grupo CT. Entre os animais infectados houve aumento da celularidade no
D18 relagédo ao D-1 (P<0,05).

A imunofenotipagem de macréfagos MAC387" mostrou-se reduzida no grupo EC
em relagédo ao grupo CT nos momentos D18, D30 e D76 (P<0,05) e ainda no grupo EC
houve diminuicdo no momento D30 em relacédo ao D-1.

A expressao de moléculas de MHCII aumentou significativamente nos animais do
grupo EC em relagdo ao grupo CT apenas no momento D6 (P<0,05).
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Todos os valores das médias e desvios padrdo da contagem das células
imunomarcadas no material esplénico durante o curso da infecgado experimental, podem
ser visibilizadas na Tabela 6. A variagdo da contagem de células em todos os
momentos experimentais, tanto dos animais do grupo CT quanto so animais do grupo

EC podem ser visibilizadas na Figura 13.
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Figura 13. Representagdo grafica da contagem das células esplénicas imunomarcadas com os anticorpos CD4",
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Tabela 6. Valores médios e desvios padrdo da contagem de células  esplénicas
imunomarcadas com os anticorpos CD4*, CD8*, CD79-a.", MAC387", MCH II*, dos
caes dos grupos controle (CT) e infectado (EC), nos momentos pré-determinados.
Jaboticabal, SP. Janeiro/2010.

TEMPOS EXPERIMENTAIS

GRUPO

D-1 D6 D18 D30 D76
CcD4*
CT 48,0+ 6,05" 57,0+98" 432+26,8" 510+275% 63,7+928"
EC 60,8 + 18,7 494 +247" 308+95" 16,20+6,2% 462+81"°
cD8*
CT 22+13% 27+05% 36+47% 38+19% 20x0,7%
EC 26+11% 32+11% 34+27% 58+25% 6657
CD79-a"
CT 22+08% 22+10% 26+057 22+13% 18+13"
EC 20+1,0% 104+85% 90+35% 62+23% 28+0,8"
MAC387°*
CT 35,0+20,8" 450+17,7%% 365+49" 335+124" 520+5,0"
EC 202+149" 504+121" 216+77"° 154+9,0°% 388+ 10,6"
MHC I
CT 21,6 +16,6" 21,3+102" 250+ 13,6 26,6+ 13,7 27,6+ 18,2
EC 26,6 +14,9" 46,0+ 121"° 266+92"° 342+164" 418+ 134"

Nota: Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa entre os momentos.
(P< 0,05) Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P< 0,05) entres
grupos infectado (EC) e controle (CT).



54

As alteracdes das subpopulacdes de células esplénicas associada a dinamica da

expressao génica das citocinas ao longo do curso experimental, podem ser visibilizadas

na Figura 14.
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Figura14. Representacao grafica da porcentagem das subpopulagdes de células esplénicas e
da expressao génica de citocinas em caes experimentalmente infectados com a

amostra Jaboticabal de E. canis.
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Figura 15. Visibilizagcado das imunomarcagbdes dos linfonodos utilizados como controles da
reacdo. A células CD4+; B. células CD8+, C. linfocitos B CD79-a+; D MAC387", E.
células expressando MHCII* e F controle negativo. Método ABC e contra-coloragéo
com Hematoxilina de Harris. 40X.
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Figura 16. Visibilizagcado das imunomarcagcbes das células esplénicas. A células CD4+; B.
células CD8+, C. linfocitos B CD79-a+; D MAC387", E. células expressando MHCII".
Método ABC e contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris. 40X.
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5.4. Pesquisa de moérulas

Morulas e corpusculos iniciais foram detectados na citologia esplénica em todos
os animais infectados nos momentos D18 e D30, ndo sendo mais detectadas apds o
tratamento em D76. Algumas das moérulas encontradas podem ser visibilizadas na
Figura 17. A pesquisa de moérulas na citologia esplénica € mais eficiente comparada ao
esfregagco sanguineo de ponta de orelha, pois as moérulas foram visibilizadas em todos

0s animais infectados e durante um periodo maior de avaliagao.

Figura 17. Visibilizagdo de morulas em células monociticas esplénicas em cdes EC em D18 e
D30. 100X Rosenfeld modificado.
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6. DISCUSSAO

A erliquiose canina € uma doencga de alta incidéncia na clinica de pequenos
animais e muitos cades acabam morrendo por complicacbes decorrentes desta
enfermidade. Embora os meios de diagndstico e tratamento da erliquiose canina
estejam consolidados, muitas duvidas ainda cercam a patogenia da relagdo parasita-
hospedeiro, que essa bactéria estabelece com o cdo, e suas consequéncias para o
animal. Estudos apontam que as bactérias da familia Anaplasmatacae causam diversas
alteragdes nos hospedeiros e a resposta imunoldgica a essas bactérias estaria
envolvida na génese das lesdes imunopatolégicas que ocorrem nos individuos
(MARTIN; BUNNELL; DUMLER, 2001; ISMAIL et al., 2004; ISMAIL et al., 2005;
DUMLER et al.,, 2006; SCORPIO et al.,, 2006; CHOI et al., 2007). Outros estudos
monstraram que a resposta inata contra a A. phagocytophilum causa injuria tecidual
antes mesmo que se inicie a resposta imune adaptativa, provavelmente em decorréncia
da acao de citocinas como o TNF-a (SCORPIO et al.,, 2005) e IFN-y (MARTIN;
BUNNELL; DUMLER, 2001). Também foi observado por KIM e RIKIHISA (2002) que A.
phagocytophilum é capaz de alterar a transcrigao genética de neutroéfilos culminando na
producdo de citocinas proinflamatérias, que poderiam agravar o quadro clinico da
doenca. Em outro estudo, HASEGAWA et al. (2008) evidenciaram que a atividade
oxidativa dos neutrofilos se mantem nos animais infectados com E. canis, tornando-as
mais ativas na fase aguda da doenca.

A deteccdo de DNA da E. canis, assim como a presenca de titulos de anticorpos
contra o parasita, associado as alteragdes clinicas e hematoldgicas, demonstram que o
método de inoculagdo empregado foi eficaz, como também observado por CASTRO et
al. (2004) e CASTRO (2004). A inoculagao em caes com a amostra Jaboticabal de E.
canis reproduz a doenca de ocorréncia natural, e os sinais clinicos caracteristicos
dessa enfermidade (TROY & FORRESTER, 1990; FRANK & BREITSCHWERDT, 1999;

HARRUS et al.,, 1999) surgem por volta de 10 a 12 dias apds a inoculagdo, como
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constatados neste estudo e nos estudos anteriores desenvolvidos por CASTRO et al.
(2004) e CASTRO (2004).

Nosso estudo e os estudos de CASTRO, empregaram a amostra Jaboticabal de
E. canis. CASTRO et al. (2004) e CASTRO (2004) utilizaram uma aliquota da amostra
original criopreservada, enquanto que na presente pesquisa o inéculo utilizado passou
por cultivo celular em células DH82, uma linhagem histiocitica canina imortalizada
(ATCC n° CRL-10389; WELLMAN et al., 1988), procedimento que nao alterou a
patogenia da bactéria. No presente estudo, ndo observamos alteragdes clinicas
divergentes das observadas por CASTRO et al. (2004) durante o desenvolvimento da
infeccdo experimental, como também as alteragdes hematoldgicas aqui encontradas
(leucopenia e trombocitopenia) surgiram mais precocemente do que as descritas por
CASTRO et al. (2004). Isto mostra que a passagem da amostra Jaboticabal de E. canis
por cultivo celular ndo alterou a viruléncia da mesma e discorda do recentemente
descrito SAMISH, WANER & HARRUS (2009). Esses pesquisadores observaram que
passagens de amostras de E. canis por cultivo celular atenuam a viruléncia das
mesmas e sugerem que este método poderia ser utilizado para a imunizagao de caes
contra infec¢do natural.

Também a idade e raga dos caes poderiam interferir na gravidade e duragao da
manifestagéo clinica da doenga, segundo TROY & FORRESTER (1990), o que de fato
nao aconteceu. No presente estudo os caes receptores do indculo infectante eram
adultos e SRD, ao passo que nos estudos de CASTRO et al. (2004) eram filhotes de 4
meses de idade da raga Pastor alemdo que, segundo a literatura, desenvolvem um
quadro clinico severo da doenga (TROY & FORRESTER, 1990; SHIMADA et al., 2002).

Um achado interessante observado neste experimento foi a persisténcia da
trombocitopenia mesmo apds o tratamento (D76). Neste momento (D76), os animais
encontravam-se clinicamente saudaveis com nPCR negativa (sangue e bago), em todos
0s cinco caes, sugerindo a eliminagcdo da bactéria. A trombocitopenia persistente
poderia ser atribuida a um componente imunolégico (WARNER et al., 2000), ao
aumento do consumo de plaquetas devido as alteragbes no endotélio vascular, o

sequestro esplénico das plaquetas e a imunossupressao da medula 6éssea que ocorrem
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na erliquiose (WANER et al., 1995; HARRUS et al.,1996). Além disso, a possivel
presenca de anticorpos anti-plaquetarios que se formam ainda no periodo de incubagao
da doenca (WANER et al., 2000), poderiam justificar a trombocitopenia observada
nesse estudo, a partir do terceiro dia apdés a inoculagdo. Apesar de a contagem
plaquetaria ser util para avaliar a resposta ao tratamento (NEER et al., 2002), nossos
resultados sugerem que é preciso ter cautela quanto a essa avaliagao.

No presente estudo observamos que os animais infectados desenvolveram
anemia normocitica normocrémica coincidente com o observado por SILVA (2001),
CASTRO et al. (2004), NAKAGHI et al. (2008) e FARIA et al. (2010). Acredita-se que a
anemia na erliquiose ocorra devido a aumento de consumo e sequestro esplénico,
associada a imunossupressao medular (WOODY & HOSKINS 1991; STILES, 2000).
Contudo, em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa foi observado que a anemia
arregenerativa esta associada a hiperplasia da séria eritrocitica, acompanhada de
alteracdes mielodisplasicas e na arquitetura da medula 6ssea, apds a inoculagdo com a
amostra Jaboticabal (SILVA, 2001).

A observagao de moérulas em esfregagos sanguineos de ponta de orelha foi
coincidente com o aparecimento dos primeiros sinais da doenca, semelhante ao
observado por CASTRO et al. (2004) e HASEGAWA (2005), porém contraria resultados
de outros pesquisadores que nao detectaram morulas em esfregagcos sanguineos de
animais experimentalmente infectados (HARRUS et al., 1998a, 2004; HESS et al.,
2006). Contudo, a pesquisa de moérulas em aspirados esplénicos foi mais eficiente,
confirmando resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa, quando a pung¢do do
baco mostrou superioridade de aproximadamente 48% na pesquisa de moérulas em
relacdo a papa leucocitaria (FARIA et al., 2010). Esses achados reforgam a importancia
do bago na erliquiose canina, que funcionaria como abrigo para a persisténcia da
bactéria no organismo do hospedeiro (HARRUS et al.,1998a, 2004; BANETH et al,
2009)

A presenga dos anticorpos especificos da classe IgG aos 18 dias apés a
inoculacdo demonstram a resposta imune humoral frente ao parasita, corroborando com

outros estudos que observaram titulos de anticorpos da classe IgG em torno de 7 a 21
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dias apos a inoculagdo (WANER et al., 1995, 2000; BANETH et al., 2009). Todavia,
muitas pesquisas sugerem que a resposta imune humoral € ineficiente contra a E. canis
(WANER et al., 2001; HESS et al., 2006), muito embora outros estudos mostram que
em algumas infecgdes erliquiais a resposta imune humoral é responsavel por debelar a
infecgdo (YAGER et al., 2001; FENG & WALKER, 2004; ISMAIL et al., 2004), e ainda
que as células CD4" seriam dispenséaveis para combater essas bactérias (BITSAKTSIS
et al., 2007). Autores sugerem que seriam as células B e ndo as células T, as
responsaveis pela resposta imunoldgia contra a Ehrlichia spp, contribuindo de forma
efetiva na eliminagdo da bactéria (BITSAKTSIS et al., 2007). Baseado em nossos
resultados, nao foi possivel afirmar que as células B e a imunidade humoral seriam as
responsaveis pela eliminagcdo da E. canis, contudo no momento em que reduziram as
contagens de células CD4", os animais responderam com o aumento das células B. A
partir desses resultados nés poderiamos sugerir que na auséncia das células B e
producao de anticorpos os animais poderiam adoecer de forma mais grave, tornando o
curso da doencga desfavoravel. Todavia, a realizagao do tratamento nos animais do
grupo EC somado ao fato de ndo se ter um grupo de animais infectados e nao tratados,
nos impede de afirmar que as células B na auséncia das células TCD4" seriam
imprescindiveis para a defesa do animal contra a E. canis, como citado por
BITSAKTSIS et al.(2007)

Entre os métodos de diagndstico da erliquiose canina, a deteccdo do DNA
especifico pela nPCR é considerada uma técnica de exceléncia para o diagnéstico da
doenca (WEN et al.,1997; HARRUS et al., 1998a, 2004; NAKAGHI et al., 2008). O
presente estudo concorda com esses autores, uma vez que todos os animais
inoculados tornaram-se positivos a nPCR. Além disso, a nPCR pode ser utilizada como
uma forma de se avaliar a resposta a terapia empregada (BREITSCHWERDT et al.,
1998; HARRUS et al., 2004). Corroborando com esta informacdo, todos os animais
infectados deste experimento tornaram-se negativos apos o tratamento com cloridrato
de doxiciclina. Vale salientar, que a persisténcia de titulos de anticorpos e a baixa
contagem de plaquetas observadas nos animais, mesmo apos o tratamento, foram

atribuidas as reagdes imunopatoldgicas que a bactéria causa no hospedeiro, nao
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significando necessariamente a persisténcia da infecgdo. Reforgando essa teoria, nos
observamos que apds o término do tratamento, a contagem das células CD4",
macrofagos se reestabeleceu e isso foi acompanhado pelo declinio na expressdo do
TNF-a, somado a melhora clinica, além da redugao dos titulos de anticorpos e a n&o
deteccao de DNA erliquial no sangue e no bago dos animais do grupo EC.

Nas condicdes experimentais desta pesquisa, o inicio do desenvolvimento dos
sinais clinicos foi acompanhado pelo aumento crescente da expressao de TNF-a, o que
vai ao encontro dos resultados de outros pesquisadores (ISMAIL et al.; 2004; TAJIMA &
RIKIHISA, 2005). Aparentemente, a expressdo do gene TNF-a esta associada com a
infeccdo erliquial, que segundo FENG & WALKER (1994) poderia auxiliar na eliminagéo
do parasita por um mecanismo dependente do oxido nitrico, responsavel pela morte de
bactérias intracelulares, mas poderia causar também lesdes teciduais (DUMLER et al.,
2000) da medula o6ssea, sendo este, um dos mecanismos incriminados no
aparecimento das citopenias (HARA et al., 2004), e agravamento do quadro clinico do
animal (ISMAIL et al., 2004; WINSLOW et al., 2005; BEINEKE et al., 2008). Analisando
essas informagdes conjuntamente sugere-se que a infecgdo experimental pela amostra
Jaboticabal induz no hospedeiro uma reagao inflamatéria imunomediada.

Associado ao aumento crescente da expressdo do TNF-a, outros eventos
imunoldgicos foram observados durante a fase aguda da infecgdo experimental neste
estudo. Apds a inoculagdo dos caes, em D6, as propor¢bes de células MHC II" e
macréfagos aumentaram ao mesmo tempo em que células CD4" progressivamente,
reduziram a populagédo, possivelmente em resposta ao agente infectante. Somente
apos o tratamento dos animais, em D76, as contagens das células voltaram aos
patamares encontrados em D6. Esses dados sugerem um comprometimento da
imunidade celular durante a infecgcdo experimental pela amostra Jaboticabal de E.
canis, e concordam com o observado por outros pesquisadores que analisaram as
mesmas linhagens celulares em céaes infectados pela mesma (CASTRO et al., 2004),
ou por outras amostras de Ehrlichia spp (HEEB et al., 2003; ISMAIL et al., 2004).
Nesses estudos, os pesquisadores sugerem que a reducéo das células CD4" seja uma
provavel causa da imunodeficiéncia desencadeada pela bactéria E. canis. Outros
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pesquisadores também evidenciaram que a reducgdo de células CD4" seria responsavel
pela permanéncia dos microrganismos erliquiais no hospederiro, uma vez que essas
células seriam responsaveis pela produgdo de INF-y, resultando na morte destas
bactérias (BITSAKTSIS; HUNTINGTON; WISLOW, 2004; GANTA et al., 2004; WISLOW
et al., 2005; CHOI et al., 2007; BIRKNER et al., 2008). Em contrapartida, HESS et al.
(2006) acreditam que a infeccdo experimental com E. canis ndo seja capaz de causar
deplecdo das células CD4". Os mesmos pesquisadores também evidenciaram aumento
da subpopulacéo de células CD8", semelhante ao encontrado em nosso estudo.
Supostamente o comportamento das células imunes é bastante controverso na
erliquiose canina. Em nosso estudo, a contagem da subpopulagdo de células CD8"
sofreu pouca variagado ao longo do periodo experimental, aumentando apenas apos a
realizagdo do tratamento. Nos estudos de CASTRO et al. (2004) houve aumento das
células CD8" nos linfonodos, porém reducdo no baco e esses achados foram atribuidos
a resposta protetora do hospedeiro contra a E. canis. Baseados nos resultados de
nosso estudo poderiamos supor que o aumento nas contagens de células CD8" apds o
tratamento estaria relacionada com a eliminagcéo do parasita e também com a resposta
do sistema imunologico frente a diminuigdo das células CD4" ao longo de periodo
experimental. Para outros pesquisadores, as células CD8" sdo responsaveis pela
sintese do TNF-o, que quando secretado de forma exacerbada pelas células CD8"
contribui para lesdo dos tecidos do hospedeiro infectado com Ehrlichia spp. (ISMAIL et
al., 2004). THIRUMALAPURA et al. (2008) sugerem que para a adequada eliminagao
da Ehrlichia spp € necessario equilibrio e a agdo conjunta das subpopula¢des de
células CD4" e CD8". Nas condicdes experimentais do nosso estudo ndo foi possivel
afirmar se as células CD8+ seriam resposaveis pela expressdo do TNF-a,contudo,
durante os momentos em que se dectaram altas taxas de expressdo de TNF-a as
contagens das células CD8" do grupo EC néo diferiram das do grupo CT, o que expde a
necessidade de estudos adicionais, como sugerido por TAJIMA & RIKIHISA (2005).
Além disso outros estudos ressaltam ainda que a resposta do hospedeiro pode variar
dependendo da quantidade do in6culo e da amostra infectante (TAJIMA & RIKIHISA,
2005; UNVER et al., 2006; THIRUMALAPURA et al., 2008; ISMAIL et al., 2004, 2005).
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Aparentemente, o inicio da infecgdo experimental gerou estimulo suficiente para
mobilizar subpopulagdes de células imunes no bago, porém nao foram capazes de
interromper o curso da doenga. Esse estimulo inicial de subpopulagcbes de macréfagos
e células MHCII" foi inibido durante o curso da doenca experimental, e isto poderia ser
um dos mecanismos de evasao da bactéria. A redugcao dessa subpopulagdo de células
também poderia estar relacionada com a expresséo de IL-10, uma vez que foi sugerido
por alguns pesquisadores que a IL-10 inibe a expressdo de MHCII (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008). Coincidentemente, no momento em que se detectou a
expressdo de IL-10 (D18) houve redugdo maxima da contagem, embora nao
significativa, de células que expressam MHC de classe Il. Alguns estudos mostram que
camundongos “knouckout” para MHCII* s&o incapazes de combater a infecgdo pela E.
chaffeensis (GANTA et al.; 2002) e, que células infectadas por E. canis ndo expressam
MHC de classe Il (HARRUS et al., 2003). Analisando esses resultados em conjunto,
supbe-se que a auséncia do MHC de classe Il comprometeria a apresentacéo
antigéncia as células CD4" e isso favoreceria a permanéncia do agente no hospedeiro
(HARRUS et al.; 2003). Outros mecanismos de resposta imunoldgica contra a bactéria
mostraram que camundongos “knouckout” para células CD4" conseguem debelar a
infeccdo por E. chaffeensis, porém este processo leva um tempo superior se
comparado com a resposta em animais normais, possivelmente porque outras células
auxiliariam na eliminagdo da infeccédo erliquial (GANTA et al.,, 2004). Os resultados
desse estudo mostram que outras células que ndo as células CD4" poderiam participar
da resposta imunolégica contra a E. canis e concordam com o estudo em tela.

Interessante que, enquanto as células de defesa reduziam suas populacdes a
partir de seis dias apds a inoculacdo da amostra Jaboticabal, inversamente houve
deteccao de IL-10 em leucécitos e nas células esplénicas, semelhante ao encontrado
por ISMAIL et al. (2006). E sabido que a IL-10 também esta relacionada com a inibigao
da resposta inflamatéria e da atividade dos macrofagos (DUMLER et al.,, 2000;
MARTIN; CARSPERSEN; DUMLER, 2001), o que poderia gerar baixos niveis de INF-
v. Resultado semelhante foi observado em nosso estudo, pois somente tardiamente

(D30) foi detectada a expressao de IFN-y, que poderia ter sido causada em resposta a
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producdo de IL-10, porém estaria nesse momento (D30) exercendo uma fungéo
protetora no hospedeiro, como sugerido em outros estudos (MARTIN; CASPERSEN;
DUMLER, 2001). Segundo algumas pesquisas, o efeito protetor do IFN-y seria
potencializado pelo TNF-a (FENG & WALKER, 2004).

Aparentemente, existe também uma relacdo direta entre a quantidade de
antigenos e a producao de IFN-y (NORMAND et al., 2009), principalmente em situagdes
em que seja necessario a eliminagdo de microorganismos intracelulares (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008). Contudo, na presente pesquisa essa relacdo nao se
estabeleceu, pois apesar de uma grande porpor¢céo de células esplénicas estarem
infectadas com moérulas de E. canis, observadas a partir de D18, perdurando até D30, a
expressao de IFN-y detectada foi pontual e proveniente dos leucdcitos, ndo das células
esplénicas. Portanto, o estimulo antigénico provocado pela presenga de moérulas nos
esplendcitos n&o foi suficiente para estimular a transcrigdo de IFN-y. Um mecanismo de
evasao foi sugerido por ZANG et al. (2004), que demonstraram que a E. chaffeensis ao
infectar os macréfagos € capaz de alterar a transcri¢ao de genes como IL-12, IL-15 e IL-
18 nestas células, prejudicando a resposta imunolégica e favorecendo a permanéncia
do microorganismo nas células do hospedeiro. Tais resultados poderiam sugerir que
também a E. canis seria capaz de alterar a transcricdo de IFN-y e possivelmente de
outros genes, favorecendo sua permanéncia no hospedeiro, principalmente se a terapia
correta nao for instituida.

Acredita-se que seja necessario um equililibrio entre as subpopulacées de
linfocitos, células apresentadoras de antigeno e produgdo de citocinas para que o
parasita seja eliminado, sem que o hospedeiro tenha lesbes em o6rgaos importantes
(ISMAIL et al., 2005; BIRKNER et al., 2008; THIRUMALAPURA et al., 2008). Apesar do
efeito protetor contra o parasita atribuido ao IFN-y, estudos evidenciaram que a
resposta imunoldgica disparada pelos microorganismos da familia Anaplasmataceae
desencadeia nos hospedeiros lesdes teciduais (SCORPIO et al., 2006).

Analisando conjuntamente os dados imunofenotipicos e as expressdes génicas

das citocinas pesquisadas, pode-se sugerir que a amostra Jaboticabal de E. canis
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causa uma desregulacdo do sistema imunoldgico, semelhante a outras bactérias da
familia Anaplasmatacae. A infecgao experimental tem reproduzido a infecgao natural de
forma muito semelhante. Desta forma, estudos comparativos entre as duas formas de
infecgao, tratadas e nao tratadas, além de outras avaliacbes acompanhando as fases
subclinica e crénica poderiam contribuir com valiosas informag¢des acerca da patogenia
da erliquiose canina.

Avaliagbes que estabelegam a relagcado entre a expressao génica de citocinas e
as lesbes em 6rgaos como o bago, medula 6ssea e linfonodos, poderiam esclarecer

melhor os efeitos imunopatolégicos decorrentes da erliquiose canina.
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7. CONCLUSAO

e Caes experimentalmente infectados com a amostra Jaboticabal de Ehrlichia
canis desenvolvem a doenca clinica semelhante a doenca de ocorréncia natural.

e A doenga clinica causada pela amostra Jaboticabal induz a uma reacéo
inflamatéria mediada por TNF-o. com concomitante reducdo das células CD4",
macrofagos e MHC |17,

e O tratamento com cloridrato de doxiciclina parece ser eficaz contra a bactéria,
restaurando o equilibrio das subpopulagdes de células CD4" e macrofagos
esplénicos e reduzindo a expressao de TNF-a..

e A pesquisa de mérulas na citologia esplénica € mais eficaz quando comparada a
pesquisa no esfregago sanguineo de ponta de orelha.

e A trombocitopenia nao deve ser o unico parametro para avaliar a resposta ao

tratamento instituido.
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Anexo A - Férmulas empregadas

Rosenfeld modificado
1000 mL de metanol
0,93g de GIEMSA
0,53g de May-Grunwald
0,50g de Wright

Solugao tamponada de fosfato PBS 0,01M-pH 7,2-7,6
16,36g de NaCl PA

2,1g de Fosfato de sodio dibasico anidro PA

0,6g de Fosfato de sédio monobasico di-hidratado PA

Agua destilada q.s.p. 2000 mL
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Anexo B — protocolo de tratamento com DNAse

30 uL da amostra

3 uL de tampao RQ1 RNAse-free DNAse (Promega® M6101)
1 uL de RQ1 RNAse-free DNAse (Promega® M6101)

1 uL de RNAse out (Invitrogen ®cat. n° 10777019)

Incubar a 37° C por 15 minutos

Acrescentar:

65 uL de H,O DEPC

100 uL de cloroférmio

Vortex e incubar por 1 minuto

Centrifugar - 12000xg a 4°C por 15 minutos
Retirar o sobrenadante

100 uL de cloroférmio

Centrifugar - 12000xg a 4°C por 15 minutos
Retirar o sobrenadante

Acrescentar 2 volumes de etanol absoluto
Manter a -80°C durante 1 hora

Centrifugar - 12000xg a 4°C por 15 minutos
Descartar o sobrenadante

500mL de etanol 75%

Centrifugar - 7500xg a 4°C por 5 minutos

Secar e ressuspender em 9mL de H,O DEPC
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Anexo C. Valores hematoldgicos de referéncia* para a espécie canina.

Eritrécitos (x 10%/uL) 5,0-8,5
Leucdcitos (x 10%/uL) 6,0-17,0
Hemoglobina (g/dL) 12-18
Hematdcrito (%) 37 -55
Plaquetas (x 10%/uL) 200 — 500
Basofilos (x 10°/uL) 0-0
Eosindfilos (x 10%/uL) 0,12-1,8
Neutrdfilos bastonetes (x 10%/uL) 0-0,5
Neutréfilos segmentados (x 10%/uL) 3,6 -13,8
Linfocitos (x 10%/uL) 0,72-5,4
Mondcitos (x 10%/uL) 0,18-1,8

*Fonte: JAIN, N.C. Essentials of Veterinary Hematology. 1. ed. Philadelphia: Lea & Febiger,
1993. 417 p.
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