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RESUMO

A rangeliose é uma doenca reemergente causada pelo protozoario Rangelia vitalii.
Nos ultimos anos, grupos de pesquisa da América do Sul buscam esclarecer aspectos
relacionados a sua epidemiologia, ciclo bioldgico e patogenia. A doenca causa em cées
anemia e severa trombocitopenia. E por muito anos acreditou-se que canideos selvagens
servissem como reservatorios e fontes de transmissdo do protozoario para os vetores. A
dissertacdo objetivou relatar um caso de apresentacdo clinica de rangeliose em um
canideo silvestre da espécie Cerdocyon thous e determinar a ocorréncia de Rangelia
vitalii em cdes da regido nordeste do Rio Grande do Sul. O canideo silvestre foi atendido
no Zooldgico da Universidade de Caxias do Sul apresentando sinais clinicos compativeis
com anemia hemolitica, recebendo suporte clinico e evoluindo ao 6bito ap6s 24 horas. R.
vitalii foi identificada no esfregaco sanguineo de ponta de orelha e em analise molecular
por PCR. O relato levantou suspeita quanto a ocorréncia de R. vitalii em cdes domesticos
da regido nordeste do estado, sugerindo a necessidade de estudos. Para determinacao da
ocorréncia de Rangelia vitalii, foram utilizadas 380 amostras de sangue total de caes
domiciliados, cedidas por dois laboratdrios de anélises clinicas da cidade de Caxias do
Sul (RS). Aliquotas de 1ml de sangue total em EDTA foram encaminhadas ao Laboratorio
de Protozoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para analise
molecular por PCR para Rangelia vitalii. Confirmou-se a presenca do protozoario em
dois animais, revelando sua ocorréncia na cidade em 0,52%. Destaca-se a importancia do
primeiro relato de rangeliose clinica em um canideo selvagem e primeiro estudo
molecular de ocorréncia de R. vitalii em cées da regido de Caxias do Sul, Rio Grande do
Sul.

Palavras-chave: Rangelia vitalii, PCR, Cerdocyon thous, nordeste, Rio Grande do Sul.



ABSTRACT

Rangeliosis is a reemerging disease caused by the protozoan Rangelia vitalii.
Recently, some South American research groups have sought to clarify aspects about its
epidemiology, biological cycle and pathogenesis. The disease causes in dogs anemia and
severe thrombocytopenia. Over many years, it belived that wildlife could be used as
reservoirs and sources of protozoan transmission to vectors. This dissertation aims to
relate a case of clinical presentation of rangeliosis in a Cerdocyon thous and to determine
the occurrence of Rangelia vitalii in dogs from the northeast of Rio Grande do Sul. The
wild canid was activated at the University of Caxias do Sul Zoo, presented signs of
hemolytic anemia and has received clinical support, having dying after 24 hours. R. vitalii
it was identified in the ear smear and in molecular analysis for PCR. The report suspected
the occurrence of R. vitalii in domestic dogs of the northeast of the state, suggesting need
more studies. To determine the occurrence of R. vitalii, 380 tubes of whole blood of
domiciled dogs were used, provided by two clinical analysis laboratories in Caxias do Sul
(RS) city. Aliguots with 1 ml of EDTA whole blood were sent to the Protozoology
Laboratory of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) for PCR molecular
analysis to Rangelia vitalii. The protozoan was confirmed in two animals, revealing its
occurrence in the city of 0.52%. Stands out the importance of the first clinic case report
of rangeliosis in a wild animal and the first molecular study of the R. vitalii occurrence in
dogs from the region of Caxias do Sul city, Rio Grande do Sul.

Keywords: Rangelia vitalii, PCR, Cerdocyon thous, northeast, Rio Grande do Sul.
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1. INTRODUCAO

Doencas transmitidas por vetores séo mundialmente importantes para a saide humana
e animal. Um grande numero de patdgenos, hospedeiros e vetores estdo envolvidos com
as enfermidades e sua epidemiologia (Harrus & Baneth, 2005). A alta morbidade
associada a doencas transmitidas por carrapatos vem trazendo preocupacdo na rotina de
pequenos animais devido ao comprometimento da salde e bem-estar dos pacientes
acometidos.

A doenca causada pelo protozoario R. vitalii € conhecida como rangeliose e
denominada popularmente como peste do sangue (Carini, 1908). A rangeliose foi descrita
pela primeira vez em 1908 e apesar do tempo decorrido apds sua primeira descricdo, €
uma doenca considerada reemergente (Carini, 1908; Pestana, 1910). Ja foram relatados
casos no Brasil, principalmente na regido Sul e Sudeste do pais e, também na Argentina,
Uruguai e Paraguai (Krauspenhar et al., 2003; Franca et al., 2010; Lemos et al., 2012;
Soares et al., 2011; Eiras et al., 2014; Soares et al., 2015; Inécio et al., 2019). Até o
momento, a infeccdo foi relatada apenas em canideos domésticos e silvestres (Fredo et
al., 2015; Quadros et al., 2015; Soares et al., 2015; Copat et al., 2019; Inécio et al., 2019;
Souza et al., 2019).

O carrapato Amblyomma aureolatum é o Unico capaz de transmitir o parasita aos cées.
Descreveu-se também a infeccdo através de transfusdo de sangue em um cdo,
demonstrando a possibilidade de transmissdo deste protozoario sem a necessidade do
vetor (Soares et al., 2012). Outras formas de transmissao ndo foram investigadas até o
momento e podem ser importantes para o controle de disseminacdo da doenca.

A enfermidade ocorre com maior frequéncia nas épocas mais quentes do ano, quando

ha maior quantidade do vetor no ambiente (Soares et al., 2014). Estando cdes da zona
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rural, de sitios, periferias, com acesso direto as areas de mato e animais jovens, mais
predispostos a desenvolverem a doenca (Loretti et al., 2003; Spagnol et al., 2003).

Os sinais clinicos da infeccdo relacionam-se com a anemia e a trombocitopenia.
Observam-se mucosas palidas ou ictéricas, febre intermitente, apatia, inapeténcia,
desidratacdo e linfonodomegalia generalizada. Também ¢é relatada a ocorréncia de
sangramentos pela superficie marginal e lateral das orelhas (Fighera et al., 2010; Franca
etal., 2010; Da Silva et al., 2011).

O diagnostico da doenca muitas vezes € presuntivo. No entanto, o parasito pode ser
observado em células endoteliais de capilares sanguineos de diversos tecidos, livre no
sangue e no interior de eritrocitos e leucécitos (Franca et al., 2014). Pode-se realizar
avaliacdo citoldgica de esfregacos ou bidpsias incisionais de érgdos (Fighera, 2007) e
analise histologica a partir de amostras colhidas durante a necropsia (Loretti & Barros,
2004). A biologia molecular através de técnicas como PCR permite a deteccao de material
genético do parasita, mostrando-se altamente sensivel e especifico, determinando agente
e subespécie envolvida e sendo importante para o diagnostico definitivo (Soares et al.,
2011).

O tratamento para os cdes diagnosticados com a enfermidade € semelhante ao
empregado na ocorréncia de outras protozooses e riquetsioses sanguineas e inclui
antibioticoterapia, antiinflamatorio esteroidal e suporte clinico (Loretti & Barros, 2004;
Franca et al., 2010; Da Silva et al., 2011). Ressalta-se a importancia da identificacdo
etioldgica do agente a fim de alertar aos médicos veterinarios a instituirem rapidamente
o tratamento, visto o importante potencial de 6bito.

Por muitos anos acreditou-se que animais silvestres participassem do ciclo bioldgico
do protozoario apenas como reservatorios e fontes de infecgdo. Entretanto, ja se constatou

a ocorréncia de doenga clinica, em coinfeccdo, nesses animais (Soares et al., 2014; Fredo
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et al., 2015; Quadros et al., 2015). Diversos grupos de pesquisa no Brasil e em outros
paises buscam, atualmente, esclarecer aspectos relacionados a epidemiologia, ciclo
bioldgico e patogenia desta doenca, entretanto ainda ha muitas lacunas a serem
preenchidas.

Os trabalhos sobre rangeliose geralmente consistem em relatos de casos e poucos sao
os estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia da doenca em cées (Franca et al., 2010;
Lemos et al., 2012; Soares et al., 2013), sendo apenas dois levantamentos post mortem e
dois envolvendo véarias hemoparasitoses em cées relatados no Rio Grande do Sul (Fischer
et al., 2009; Fighera et al., 2010; Gottlieb, 2014; Fredo et al., 2017). Diferente de outras
protozooses, como erliquiose, babesiose e leishmaniose bem documentadas em
determinadas regides do Brasil (Naveda et al., 2003; VVasconcelos, 2010; Fonseca, 2012).

Diante disso, essa dissertacdo relata um caso de doenca clinica causada por R. vitalii
em um canideo silvestre da espécie Cerdocyon thous atendido em Caxias do Sul (RS), o
qual levantou a hipdtese de existéncia da enfermidade em cédes da regido. Também
descreve uma pesquisa realizada sobre a ocorréncia de R. vitalii em cées da regido de
Caxias do Sul no estado do Rio Grande do Sul, a partir da analise molecular por PCR de

380 amostras de sangue total de cdes domiciliados na mesma cidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2.1. Agente etioldgico e historico

Rangelia vitalii (R. vitalil) € um protozoario da ordem Piroplasmida, filo
Apicomplexa, classe Sporozoasida e familia Babesiidae (Soares et al., 2011). A doenca
causada pelo parasito € conhecida como rangeliose, mas ja foi conhecida popularmente
como ‘’peste do sangue’’, ‘’febre amarela dos cdes’” ou ‘’Nambyuvi’’, que na lingua
tupi-guarani significa “orelhas que sangram” (Carini, 1908; Moreira, 1939).

A rangeliose foi descrita em 1908, sendo relata pela primeira vez em 1910 por Bruno
Rangel Pestana (Carini, 1908; Pestana, 1910). Na segunda metade do século XX, foi
esquecida pela comunidade académica, ndo sendo comentada em livros ou descrita em
artigos cientificos (Fighera et al., 2010), com excec¢do da citacdo em um livro-texto de
patologia e terapéutica veterinaria (Manninger & Macsy, 1973) e de uma publicacdo em
anais de congresso (Rezende,1976).

A infeccdo por R. vitalii ja foi confundida na clinica, em necropsias e na
histopatologia com casos de babesiose, erlichiose, hepatozoonosee, leishmaniose e
toxoplasmose. Questdes e equivocos sucessivos que criaram situacdo de descrédito no
meio cientifico (Loretti & Barros, 2004; Soares, 2014).

Essa crenca quase folclorica do nambyuva, retratada no Rio Grande do Sul inclusive
na forma de contos e musicas (Lima, 1995), fez com que a doenca voltasse a ser estudada,
a partir de 2001, por um grupo de pesquisadores que vem trabalhando no sentido de trazer
a tona varios aspectos sobre essa importante condigdo que afeta os cées especialmente do

sul do Brasil (Krauspenhar et al., 2003; Loretti et al., 2003; Spagnol et al., 2003; Loretti

& Barros, 2004; Fighera, 2007; Franca et al., 2008; Soares et al., 2011).
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2.2.Epidemiologia

Os carrapatos Amblyomma aureolatum e Rhipicephalus sanguineus foram
encontrados em cdes infectados por R. vitalii (Braga, 1935; Loretti & Barros, 2005;
Fighera, 2007). Em 2018, Soares e grupo realizaram um estudo para avaliacdo da
competéncia vetorial de Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma aureolatum,
Amblyomma ovale, Amblyomma tigrinum e Amblyomma sculptum para R. vitalii. Entre
as seis espécies de carrapatos, apenas o A. aureolatum foi capaz de adquirir e perpetuar o
protozoario R. vitalii por passagens transestadial e transovariana. Quando expostos a
transmissdo alimentar, apenas 0s carrapatos A. aureolatum foram competentes para
transmitir R. vitalii aos cdes, que ficaram gravemente doentes.

Deve ser mencionado que ha outras espécies de carrapatos descritas no Rio Grande
do Sul, como A. ovale e A. tigrinum, infestando canideos silvestres e domésticos (Loretti
& Barros, 2004) e devem ser considerados como vetores em potencial de R. vitalii como
ja foi sugerido por Braga (1935). Outra forma de infeccdo pode ocorrer através de
transfusdo de sangue entre cdes, demonstrando a possibilidade de transmissdo deste
protozoario sem a necessidade do vetor (Fighera, 2007; Da Silva et al., 2011).

Acredita-se que R. vitalii se mantenha no meio rural através da participacdo no seu
ciclo de vida, de um animal silvestre como o graxaim-do-campo, graxaim-do-mato,
guaxinim, veado, gamb@, capivara, quati e o rato silvestre que servem como hospedeiro
reservatorio do parasito (Loretti et al., 2003). No estado do Rio Grande do Sul, A.
aureolatum tem sido encontrado infestando principalmente canideos silvestres como o
graxaim Cerdocyon thous, o graxaim-do-campo ou “zorro de campo" Pseudalopex

gymnocercus e 0 guaxinim méo-pelada, Procyon cancrivorus (Evans et al., 2000).
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Observando-se inclusive o desenvolvimento de doenca nesses animais (Soares et al.,
2014; Fredo et al., 2015; Quadros et al., 2015).

Souza e grupo (2019), realizaram no Rio Grande do Sul, a captura de 44 canideos
selvagens para investigacdo de presenca de DNA de R. vitalii. Oito animais, sete
Cerdocyon thous e um Lycalopex gymnocercus foram positivos para o protozoario, no
entanto, todos estavam aparentemente saudaveis. Entretanto, Copat e colaboradores
(2019), descreveram o relato de um Cerdocyon thous apresentando rangeliose. O animal
foi a ébito devido a doenca gerada pelo protozoario e teve o diagnostico obtido por meio
de PCR.

Até o momento, a infeccdo foi relatada apenas em cdes e canideos silvestres (Fredo
et al., 2015; Quadros et al., 2015; Soares et al., 2015; Copat et al., 2019; Inécio et al.
2019; Souzaetal., 2019). A doenca tem sido observada em cées de caca visto 0 Seu acesso
a areas infestadas pelo carrapato Amblyomma Aureolatum, ainda em cdes das zonas
periurbanas e, naqueles com acesso a areas com matas nativas, regiées com serras ou
montanhas ou entdo locais proximos a mini-z6os (Loretti et al., 2003; Spagnol et al.,
2003; Loretti & Barros, 2005; Fighera, 2007).

A enfermidade ocorre com maior frequéncia nas épocas mais quentes do ano (Loretti
& Barros, 2004; Soares et al., 2014). A quantidade de carrapatos no ambiente é grande
durante esse periodo em funcdo da temperatura ambiental ser mais elevada, o que
estimula as fémeas a realizarem oviposicdo. Observando-se assim um grande numero de
casos clinicos e de necropsia de infec¢do por R. vitalii entre os meses de novembro e
margo (Loretti et al., 2003; Spagnol et al., 2003).

Os relatos de caso da doenca se concentram nas regifes sul e sudeste do Brasil, no
entanto, acredita-se que essa doenca ocorra em todo o territorio nacional (Soares et al.,

2013; Gottlieb et al., 2014; Rodrigues, 2017). H& poucos estudos sobre a prevaléncia e
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distribuicdo geografica de rangeliose no Brasil, sendo que no Rio Grande do Sul ha
quatro, incluindo dois estudos em post mortem (Fighera et al., 2010; Fredo et al., 2017).
Os dois trabalhos com animais vivos foram realizados em Passo Fundo (Gottlieb et al.,
2014) e Pelotas (Fischer et al., 2009). O trabalho do norte galicho analisou amostras de
58 cdes com suspeita de hemoparasitose por PCR. Desses, quatro obtiveram confirmacao
para R. vitalii (Gottlieb et al., 2014). Ja Fischer e grupo (2009), por meio de esfregaco
sanguineo, em cdes errantes do municipio de Pelotas (RS) encontram 11,53% de
positividade para Rangelia vitalii (9/78).

Soares e colaboradores (2013) relataram dezoito casos de rangeliose em cées
confirmados por PCR. Dos positivos, quatro eram de Porto Alegre (RS), trés de Viaméo
(RS), um de Bento Gongalves (RS), um de Alvorada (RS), um de Alegrete (RS), um de
Itaara (RS), um de Sao Sepé (RS), um de Cachoeira do Sul (RS) e um de Candelaria (RS).
Também foram relatados casos em Cruz Alta (Caino et al., 2011), Santa Maria e arredores
(Cargnelutti et al., 2005; Franca et al., 2010; Cristofari et al., 2011; Puntel et al., 2011;
Soares et al., 2011).

Em Santa Catarina, Rodrigues (2017), realizou um inquérito epidemioldgico
molecular de hemoparasitos em cdes de dois municipios com diferentes condicdes
climaticas. O trabalho utilizou amostras de sangue total de 138 cdes, com historico,
suspeita ou sinais de hemoparasitoses. Mediante analise por PCR, apenas dois (1,4%)
animais foram positivos para R. vitalii.

Também foram relatados casos na Argentina, Uruguai e Paraguai (Lemos et al., 2012;
Soares et al., 2015; Inécio et al., 2019). Em Assuncdo no Paraguai, foram utilizadas
amostras de sangue de 384 cdes para analise de prevaléncia do agente, obtendo-se
positividade para R. vitalii, por meio de PCR, em apenas uma amostra (Inacio et al.,

2019).
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2.3.Patogénese e Sinais clinicos

O protozoario é encontrado no interior de vacuolos parasitoforos no citoplasma de
células endoteliais de capilares sanguineos de diversos orgaos (Loretti et al., 2003;
Spagnol et al., 2003). Pode ser facilmente encontrado na avaliacdo histologica, pois
ocorre em grande quantidade na maioria dos tecidos, principalmente nos linfonodos, no
baco, na medula dssea, no coracdo e nas tonsilas (Fighera et al., 2010) e ainda, pode estar
livre na circulacdo sanguinea (Loretti et al., 2003; Spagnol et al., 2003).

Sugere-se que os vacuolos parasitoforos que albergam grande quantidade de parasitos
em replicacdo rompem-se (Braga, 1935), liberando os protozoarios na corrente sanguinea
0s quais permanecem livres no sangue circulante até penetrarem em uma célula endotelial
intacta de um capilar sanguineo iniciando uma nova multiplicacdo (Loretti & Barros,
2004).

Cées que se recuperam da infeccdo por R. vitalii se tornam portadores assintomaticos
do patdgeno, condicdo que se mantém por varios meses ap0s a cura da doenca. Dessa
forma, esses animais se tornam reservatorios do protozoario (Carini & Maciel, 1914).
Braga (1935), descreveu o caso de um cdo clinicamente curado da infeccdo por R. vitalii
gue permaneceu portador do patégeno e que quando levado para uma regido indene,
infectou os carrapatos daquela area criando um novo foco da protozoose.

Por muito tempo acreditou-se que 0s animais acometidos e que apresentaram
recuperacdo da enfermidade poderiam adquirir imunidade contra nova infecgdo por R.
vitalii. Acreditava-se que esses animais de idade um pouco mais avancada j& teriam sido
expostos ao protozoario através do repasto sanguineo de um carrapato infectado e teriam
desenvolvido a forma benigna da doenca que passou despercebida, adquirindo resisténcia

ao agente causador da doenga (Loretti & Barros, 2004). Entretanto, recentemente foi
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relatado um caso de cdo reinfectado ap6s dois anos de cura da infeccdo primaria,
apresentando sintomatologia clinica (Machado et al., 2018).

A rangeliose pode se apresentar de trés formas, branda, que geralmente passa
desapercebida pelo proprietario; hemorragica, que é a mais comum de apresentacdo da
doenca, na qual os animais acometidos geralmente apresentam apatia, anorexia,
emagrecimento progressivo, sangramento pela face externa e borda das orelhas e
hematoquezia; e a grave que se manifesta com sangramento interno, principalmente
intestinal (Pestana, 1910; Carini & Maciel, 1914; Fighera et al., 2010). Em geral, a
infeccdo culmina com a morte do animal se o paciente ndo for tratado a tempo e de forma
adequada (Pestana, 1910).

Outra classificacdo baseia-se pelo curso clinico da doenca: aguda (pode durar em
média trés dias), sub-aguda (oito a 15 dias) ou crénica (18 a 25 dias) (Braga, 1935).
Experimentalmente, os sinais podem ser observados entre os dias cinco e quinze pés-
inoculacdo (Krauspenhar et al., 2003; Da Silva et al., 2011).

Os sinais clinicos da infeccdo geralmente estdo relacionados com a anemia e a
trombocitopenia e incluem membranas mucosas palidas e ictéricas, febre intermitente,
apatia, inapeténcia, desidratacdo, fraqueza, perda cronica de peso, hepatomegalia,
esplenomegalia, linfadenopatia generalizada, edema de membros, petéquias nas mucosas,
hematémese, hematoquezia, sangramento persistente pelas narinas, cavidade oral, olhos,
locais de puncdo venosa e superficie marginal e lateral das orelhas (Pestana, 1910;
Krauspenhar et al., 2003; Loretti & Barros, 2005; Figheraet al., 2010; Franca et al., 2010;
Da Silva et al., 2011).

A linfadenomegalia é um dos primeiros sinais clinicos observados na infeccdo por R.
vitalii (Loretti & Barros, 2004). As hemorragias auriculares, caracteristicas da infeccéo

por R. vitalii, podem ter etiologia multifatorial e ocorrer a partir da combinagéo dos
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seguintes fatores: coagulacdo intravascular disseminada, trombocitopenia, picada de
moscas e 0 habito dos cédes de cocarem energicamente as orelhas quando mordidas por
insetos hematofagos (Loretti & Barros, 2004).

Em estudo realizado por Fighera e colaboradores (2010), nos 35 cées que morreram
em consequéncia da afeccdo os principais sinais clinicos observados incluiram anemia,
ictericia e esplenomegalia. Para os autores, o principal achado hematolégico que deve
chamar a atengéo dos clinicos para a doenca € a anemia com sinais de intensa regeneracao.

Os achados laboratoriais de hemograma, geralmente encontrados em caes
naturalmente infectados, sdo compativeis com anemia hemolitica imunomediada
extravascular e trombocitopenia (Fighera et al., 2010; Franca et al., 2010) ou
plaquetopenia (Soares, 2013). A destruicdo imunomediada de plaquetas provavelmente
contribui para a trombocitopenia (Franga, 2015). As anemias geralmente sdo
regenerativas, podendo apresentar-se com macrocitose, hipocromasia ou normocitica-
normocromica (Franca et al., 2013).

O leucograma dos cédes acometidos pela doenca pode apresentar contagem total de
leucdcitos dentro dos valores de normalidade, leucopenia, leucocitose, e ocasionalmente
reacao leucemoide. A leucocitose, quando presente, ocorre devido ao aumento no niUmero
de neutrofilos, bastonetes, metamielécitos e linfocitos (Fighera, 2007; Fighera et al.,
2010; Franca et al., 2010). As alteracdes morfoldgicas em leucdcitos incluem presenca
de linfdcitos atipicos e reativos, e mondcitos ativados (Fighera et al., 2010; Franca et al.,
2010; Francga et al., 2013).

Nenhum teste bioquimico auxilia diretamente no diagnostico da rangeliose, porém, a
realizacdo dessas provas é parte do protocolo de avaliagdo do paciente, sendo Util para
exclusdo de diagnosticos diferenciais (Fighera, 2007). Entretanto, estudo realizado por

Costa e grupo (2012), com objetivo investigar as alteragdes bioquimicas de cées
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experimentalmente infectados com R. vitalii na fase aguda da infeccéo, revelou aumento
na alanino aminotransferase (ALT), na creatinoguinase (CK) e aspartato aminotransferase
(AST) em coletas seriadas até o vigesimo dia de infeccdo, sendo possivel concluir que a

infeccdo experimental por R. vitalii causa alteragdes no perfil bioquimico.

2.4.Diagnostico

Os trés principais diagndsticos diferenciais de rangeliose sdo leptospirose, babesiose
e erliquiose (Fighera et al., 2010; Da Silva et al., 2013). A forma extra eritrocitaria do
parasita ainda pode ser confundida com a Leishmania spp. (Krauspenhar et al., 2003;
Petanides et al., 2008; Soares et al., 2011; Greene, 2012), sendo diferenciada a
Leishmania pela presenca de cinetoplasto (Sanchez et al.,, 2017). Geralmente o
diagnostico da doenca € presuntivo, feito com base no histérico do animal, quadro clinico
e resposta favoravel a terapia. No entanto, o parasito pode ser observado em células
endoteliais de capilares sanguineos de diversos tecidos, livre no sangue e no interior de
eritrocitos e leucdcitos (Franca et al., 2014). Em um estudo realizado com cées
naturalmente infectados foi possivel a visualizacdo do parasito livre em esfregaco
sanguineo de 71,4% dos animais que apresentavam sinais clinicos da doenca (Franca et
al., 2010).

Pode-se realizar puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) seguida de avaliacdo
citoldgica de esfregacos ou bidpsia incisional do ba¢o, dos linfonodos e da medula 6ssea
(Fighera, 2007). O parasito intracelular é encontrado na citologia e histologia em células
endoteliais de capilares sanguineos a partir de amostras colhidas durante a necropsia
(Loretti & Barros, 2004). Na citologia, os parasitos tém sido observados com maior
frequéncia na medula 6ssea por meio da confecgdo de esfregacgos e "imprints” do tecido

hematopoiético durante a necropsia. Esses organismos intracelulares observados apos
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coloracéo pelo pandtico rapido sdo arredondados ou ovais, medem 2,0-2,5 um, tém o
citoplasma abundante que se cora fracamente em tom azul claro, possuem 1-2 ndcleos
pequenos, arroxeados, redondos e excéntricos, e formam aglomerados de 20-30 parasitos
no interior do citoplasma de células endoteliais (Loretti & Barros, 2004). As formas
extracelulares sdo maiores (Da Silva et al., 2011), mas mais dificeis de encontrar (Soares,
2014).

Histologicamente, é observado em vacuolos parasitoforos intracitoplasmaticos em
células endoteliais de capilares sanguineos de diversos 6rgaos e tecidos (Loretti & Barros,
2004). A reproducdo bem sucedida da infeccdo por R. vitalii através da inoculagédo
experimental de cdes com sangue de animais naturalmente afetados pela doenca, bem
como os estudos ultraestruturais que revelaram a presenca do parasito livre no sangue
circulante, mostraram que o protozodario pode estar livre na circulacdo sem associacdo a
qualquer tipo de célula (Krauspenhar et al., 2003; Loretti et al., 2003).

Ainda, o diagnostico pode ser feito através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR).
Trés sdo as espécies de piroplasmas parasitas de cdes detectados pela técnica no Brasil -
Babesia vogeli (Passos et al., 2005), Babesia gibsoni (Trapp et al., 2006) e R. vitalii
(Soares et al., 2011). O diagnostico molecular por PCR permite a deteccdo de material
genético do parasita, mostrando-se altamente sensivel e especifico, determinando agente
e subespécie envolvida e sendo importante para o diagnostico definitivo (Soares et al.,
2018).

O estudo filogenético de R.vitalii por PCR teve como referéncia fragmentos 18S
rRNA e da proteina de choque térmico hsp70. Sendo escolhidos os primers Rv751-770
(GCGTATCCCGAAGATTCAAA) e Rv930-911 (AGTGAAAGCGGTGCAACATCQ),
correspondentes a amplificacdo de um fragmento de 179 pb do gene hsp70 de R. vitalii

(Soares et al., 2018). O gene 18S faz parte do nucleo funcional ribossémico e é um dos
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genes mais frequentemente usados em estudos filogenéticos e um marcador importante
para a reacdo em cadeia da polimerase (Meyer et al., 2010). As proteinas de choque
térmico hsp70 sdo chaperonas moleculares que atuam em uma grande variedade de
processos de dobragem e remodelacdo de proteinas celulares. Funcionam em todas as
fases da vida das proteinas, da sintese a degradacdo, sendo cruciais para manter sua

homeostase (Rosenweig et al., 2019).

2.5 Tratamento

O tratamento indicado mediante suspeita da enfermidade inclui a mesma posologia e
uso de drogas como a doxiciclina, o dipropionato de imidocarb ou o aceturato de
diminazeno utilizados na terapia de outras protozooses (Loretti & Barros, 2004, 2005;
Franca et al., 2010; Da Silva et al., 2011).

Pode se associar dipropionato de imidocarb ao sulfato de atropina para evitar 0s
efeitos colinérgicos colaterais (Loretti & Barros, 2004). Reacbes adversas como
sialorréia, diarréia, vomito, dispnéia, taquicardia, lacrimejamento e fraqueza estdo
associadas a acdo exacerbada da acetilcolina uma vez que o dipropionato de imidocarb
tem atividade anticolinesterase. Necrose hepéatica massiva ja foi descrita em casos de
superdosagem acidental (Greene, 1998).

Quanto ao aceturato de diminazeno, derivado de diamidina, € considerado um
medicamento arriscado, pelo risco de neurotoxicidade. A toxicidade do medicamento é
cumulativa e geralmente relacionada a dose, mas a variagdo individual na suscetibilidade
pode acontecer (Shaw & Day, 2015).

Corticosteroides também podem ser utilizados no tratamento da rangeliose seguindo

a mesma indicacdo de doses recomendadas na terapia da anemia hemolitica
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imunomediada primaria ou secundaria (Blicheler & Cotter, 1995). Transfuséo de sangue
e fluidoterapia de suporte sdo necessarios nos casos de anemia grave (Loretti, 2012).
Medidas profilaticas para a doencga envolvem o controle de acesso as areas de risco
de animais suscetiveis, bem como inspecao frequente da pele e pelagem dos cées ao serem
expostos a esses locais. O emprego de carrapaticidas no animal e ambiente séo ineficazes
tratando-se do vetor Amblyomma Aureolatum. E o monitoramento de cdes doadores de

sangue também esta recomendado, visto o risco de transmissao (Taboada, 1998).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Rangeliosis, caused by protozoan Rangelia vitalii, is transmitted by the tick Amblyomma aureolatum. The disease is
Rangelia vitalii characterized by hemolytic and hemorrhagic disorder and has been described in dogs and other wild canids. The
Piroplasm aim of this study was to compare dinicopathological findings and laboratory results of a Rangelia infection in a
Cf'r‘b‘:}’““ thous crab-eating fox (Cerdocyon thous) with those of canine rangeliosis. The zoo of Universidade de Caxias do Sul,
Lh:m::;;ugy received a crab-eating fox with marked jaundice in mucous membranes, dark-colored stools and neurological

signs. The animal underwent an ear tip smear examination and blood collection for complete blood counts,
serum biochemistry and PCR. Free-living and intraerythrocytic pyriform structures consistent with R. vitalii were
found in the blood smear of the ear tip. The erythrogram revealed normocytic normochromic anemia, moderate
macrocytosis, polychromasia and metarubricytosis. The leukogram revealed leukocytosis with neutrophilia and
monocytosis, as well as severe thrombocytopenia. Serum biochemistry showed hypoproteinemia, hypoalbumi-
nemia and elevated levels of urea and creatinine. The treatment was performed with imidocarb hydrochloride
and dexamethasone, however 24 h after initiation of treatment the animal died. Macroscopic examination re-
vealed jaundice, subcutaneous edema, enlarged superficial lymph nodes, splenomegaly, and hemorrhage of
internal organs. Histological sections of the cerebellum, lung, pancreas, intestine and heart were consistent with
R. vitalii infection of the vascular endothelium. Pathological and hematological findings were similar to those
found in infected dogs, with dinical presentation characterized by hemolytic anemia and hemorrhage. The
description of this case showed that C. thous does not only serve as reservoir of R vitalii but may also develop
disease.

1. Introduction

Rangeliosis is a disease caused by the protozoan Rangelia vitalii; the
vector for this protozoan is the tick Amblyomma aureolatum (Soares
et al., 2018). To date, the protozoan has been described in dogs and
other wild canines (Franca et al., 2010; Soares et al., 2014; Fredo et al.,
2015; Quadros et al, 2015; Soares et al.,, 2015). The diagnosis is
achieved by observing parasites in the peripheral blood that can be
located both free and inside red blood cells and white blood cells. In
addition, the diagnosis can be made via histological visualization in
endothelial cells of several tissues and can be confirmed by PCR
(Fighera et al., 2010; Soares et al.,, 2011; Lemos et al., 2012; Franca
et al., 2014; Soares et al., 2015).

The clinicopathological signs observed in dogs with rangeliosis in-
clude anemia, jaundice, apathy, fever, hepatomegaly, splenomegaly,

* Comresponding author.
E-mail address: raquelifranca@yahoo.com.br (R.T. Franca).

https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2019.02.010

lymphadenopathy, hematochezia, hematemesis, petechiae, skin suffu-
sions and bleeding on the external surface of the ears and nostrils
(Loretti and Barros, 2005; Fighera et al., 2010; Franca et al., 2010; Da
Silva et al., 2011).

The pathogenesis of rangeliosis in dogs has not yet been fully elu-
cidated, however, in recent years various research groups have de-
scribed the laboratory findings and clinical presentations. In wild ca-
nids, the protozoan was described in the species C. thous and Lycalopex
gymnocercus, but without the hemorrhagic and hemolytic presentation
characteristic of rangeliosis (Soares et al,, 2014; Fredo et al., 2015;
Quadros et al., 2015). In this study, we report a case of rangeliosis in a
crab-eating fox (C. thous) that presented with clinical, laboratory and
pathological signs, with confirmation of the protozoan by ear-tip blood
smear, histopathology and by PCR.
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Fig. 1. Ear tip blood smear from the Cerdocyon thous, showing pyriform in-
clusions inside erythrocytes, consistent with R. vitalii Romanowsky stain, 100 %
magnification.

2. Case report

A male wild crab-eating fox, approximately 2 years old, weighing
2.5kg, was sent to the zoological park of the University of Caxias do Sul
after having been captured in the city of Garibaldi (29°17°20"S
51°33'51"W), Rio Grande do Sul, Brazil. On clinical examination, the
animal manifested motor incoordination, disorientation, intense jaun-
dice in the oral and ocular mucosa, and feces with blackish coloration.
In addition, ticks were found, identified as A. aureolatum.

Blood was collected from the jugular vein to perform hemogram and
serum biochemistry, as well as from the ear tip for hemoparasite
screening. The ear tip smear was Romanowsky-stained, revealing
pyriform inclusions both within and free of erythrocytes that were
consistent with merozoites of large piroplasms, probably R. vitalii
(Fig. 1). The erythrogram revealed normocytic normochromic anemia.
On morphological evaluation, there was moderate anisocytosis, poly-
chromasia and metarubricytosis. The leukogram revealed leukocytosis
with neutrophilia and monocytosis, as well as severe thrombocyto-
penia. Serum biochemistry showed hypoproteinemia, hypoalbumi-
nemia and elevated levels of urea and creatinine (Table 1).

For molecular biological analysis, DNA was extracted from blood
samples using a commercial silica-based kit (Simbios, Brazil). PCR re-
actions were performed using GoTaq® Green Master Mix (Promega,
Brazil) with 10 pmol of two pairs of primers described by Spolidorio
et al. (2009): BAB-33-57 (5-GCCAGTAGTCATATGCTTGTCTTAA-3),
BAB-432-409 (5-TTCCTTAGATGT GGT AGC CGT TTC-3), BAB143-167
(5-CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3) and BAB694-667 (5-GCTT-
GAAACACTCTARTTTTCTCAAAG-3). An aliquot of 2pl of template
DNA was added to a total volume of 25 pL in each reaction. Amplifi-
cation was performed with an initial denaturation at 95 °C for 2min,

Table 1
Results of the hematological and biochemical analyses performed on blood
samples from a Cerdocyon thous.

Parameters C. thous Reference values
Gomes (2006)

Erythrocytes ( x 10°/uL) 3.05 4.31-6.77

Hemoglobin (g/dL) 84 12.96-16.88

Packed cell volume (%) 27 38-49

VCM (fL) 88 68-95

CHCM (%) 31 31-38

Metarubricyte (/100 leukocytes) 15

Leukocytes (/ uL) 18,000 8,100-13,900

Neutrophils (/uL) 14,220 5,758-10,387

Lymphocytes(/uL) 2,160 1,062-2,357

Monocytes (/L) 1,620 0-354

Platelets (/L) 15,000 268,000

Total Protein (g/dL) 4.75 5.47-7.09

Albumine (g/dL) 2.08 2.44-3.98

ALT (UI/L) 25 12-52

AST (UI/L) 22 19-54

Creatinine (mg/dL) 511 0.37-1.11

FA (U/L) 105 232.43

Urea (mg/dL) 3522 22.46-71.84
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followed by 35 cycles of 60s at 95°C, 60s at 55°C and 90s at 72°C,
with a final extension at 72°C for 5min. Then, the amplified segments
were purified using a Gel Purification Kit (Ludwig Biotecnologia,
Brazil), sequenced using ACTGene Andlises Moleculares (Alvorada,
Brazil) and the generated sequence was deposited in the GenBank as
number MG967621. The analysis was performed with Lasergene soft-
ware (DNASTAR), MEGA7 (Kumar et al, 2016) and the BLAST platform
(accessed at < https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi >). A total of
99% identity was verified with six sequences of R. vitalii, deposited in
the GenBank (e-value = 0.0), four from Rio de Janeiro (JN880429-
JN880432) and two from Argentina (KF218605 and KF218606). The
phylogenetic analysis is summarized in Fig. 2.

The animal died 24 h after initiation of treatment with imidocarb
hydrochloride (5mg/kg SC) and dexamethasone (0.25 mg/kg SC), and
the body was sent for necropsy. On gross examination, there was in-
tense generalized jaundice of the mucous membranes and cutaneous
tissues (Fig. 3). In the subcutaneous tissue there was marked edema of
limbs, and in the ventral region there was jaundice and enlargement of
superficial lymph nodes. Splenomegaly was observed and the cut sur-
face of the organ appeared pulpy. Focal extensive bleeding was iden-
tified in the pancreas. The intestinal mucosa presented a large quantity
of petechiae. In the lumen there was a fair amount of dark content
(melena). The liver was enlarged and jaundiced. The lungs were er-
ythematous with pleural emphysema at the borders. Fragments of
several organs were fixed in 10% formalin, processed by routine his-
tological techniques and subjected to microscopic analysis.

Histology revealed discrete zoites forming parasitic cell vacuoles,
consistent with R. vitalii in the vascular endothelium of the heart
(Fig. 4), cerebellum, lymph nodes, lungs, small intestine and pancreas.
In the brain, discrete inflammatory infiltrates of lymphocytes and
multifocal perivascular macrophages were visualized. Lymph nodes
contained moderate multifocal centrofollicular necrosis and some
macrophages with erythrophagocytosis. In the spleen, we found mod-
erate multifocal hemosiderosis. Analysis of the small intestine revealed
multifocal areas of mucosal hemorrhage. In the lungs, there was
marked multifocal hemorrhage in the alveoli. The liver showed mild
extramedullary hematopoiesis. In the bone marrow there were discrete
decreased myeloid lineages. There was slight hemorrhage in the sub-
mucosa of the urinary bladder.

3. Discussion

The disease occurs most frequently in the hottest times of the year in
the southern region of Brazil, when there are more vectors in the en-
vironment, and animals from rural areas are more predisposed to de-
velop the disease (Soares et al., 2014). The animal in question was
captured in the summer and he was infested with ticks identified as A.
aureolatum, corresponding to the only species involved in the trans-
mission of R. vitalii in dogs (Fighera, 2007; Da Silva et al., 2011); itis an
originally-occurring parasite in wild foxes (Labruna and Pereira, 2001;
Guglielmone et al., 2003).

Soares et al. (2014), described a C. thous infected with R. vimlii that
remained for at least eighty days without clinical or hematological
manifestations. This animal had been referred for care due to a fracture.
Fredo et al. (2015), reported a C. thous with a history of paralysis and
myoclonus, and a L. gymnocercus that had been attacked by dogs and
was referred for necropsy. The C. thous was also positive for distemper
virus, justifying the presence of myoclonus. The diagnosis of rangeliosis
was made in both animals through histopathological examination.
Quadros et al. (2015) reported a case of rangeliosis in an L. gymno-
cercus. The animal was dehydrated, with pale mucosa, apathy, hy-
pothermia and incoordination. In the case reported here, the animal
presented apathy, jaundice, edema, blackened stools, hemorrhage and
enlargement of lymphoid organs, clinical signs consistent with the de-
scription in domestic canines with the disease (Fighera et al., 2010). In
addition, the animal presented with neurological alterations not
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KF218605 Rangelia vitalii - Argentina
KF218606 Rangelia vitalii - Argentina
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Fig. 2. Hemolytic and hemorrhagic presentation of rangeliosis in a
Cerdocyon thous. Maximum likelihood phylogeny generated from

JN880432 Rangelia vitalii - Brazil 18S gene sequences of rRNA from Rangelia vitalii (JN880429,
JN880431 Rangelia vitali - Brazil JN880430, JN880431, JN880432, KF218605, KF218606), Babesia
JN880430 Rangolia vitali - Brazil motasi  (AY260179.1), B. ovata (AY603400.1), B. gibsoni
JN80429 Rangelia vitali - Beazil (KF878947.1), B. vogeli (AY371195.1), B. canis (AY072926.1), B.
Sequenics from Ky s(idy rossi (DQ111760.1), Babesia sp. Coco (EU109716.1), B. bigemina
AL200170 Badasla mosasl (X59607.1), B. caballi (AB734386.1), B. microti (U09833.1),
0z Bl L Theileria annae (AF188001.1), T. equi (Z15105.1), T. parva
X5949) Bacesia bigembne (L02366.1), T. annulata (EU083801.1) and Cytauxzoon felis
FUARTIR Ranaets g Coco (GU903911.1). We used the Kimura-2-parameter replacement
AB734386 Babesia caballi
O —— model with 6 gamma categories. The tree was designed for scale,
i i with the length of branches measured from the number of sub-
AVa71198 Babsels Gaik Voo stitutions per site. Confidence was measured using the bootstrap
R e il method inferred by 1000 repetitions.
AF188001 Theileria annae
U09833 Babesia microti
GU903911 felis
Z15105 Babesia equi
L02366 Theileria parva

EU083801 Thelloria annulata

Fig. 3. Pathological findings observed at necropsy of Cerdocyon thous with rangeliosis. A- oral cavity jaundice. B- splenomegaly and jaundice of organs of the
abdominal cavity. C- mucosa small intestine with jaundice and petechiae. D- intestinal jaundice and dark lumen content.

frequently reported in dogs, probably secondary to encephalitis asso-
ciated with the parasite.

Changes usually found in the erythrogram of animals infected by the
protozoan are compatible with extravascular immune-mediated he-
molytic anemia. In naturally and experimentally infected dogs, the
observed anemia is usually macrocytic normochromic or normocytic
normochromic. The morphological changes are anisocytosis, poly-
chromasia, Howell-Jolly bodies, metarubricytosis, spherocytosis and
erythrophagocytosis (Fighera et al., 2010; Franca et al., 2010, Franca
et al., 2013). C. thous presented the same laboratory findings as those
described for the disease in dogs. The anemia was probably caused by
the destruction of erythrocytes in the mononuclear phagocytic system.

Leukocytosis is characterized by lymphocytosis, monocytosis and in
some cases left-shift on white blood cell differential (Fighera, 2007;
Fighera et al., 2010; Franca et al., 2010). In this case, the animal pre-
sented leukocytosis with neutrophilia and monocytosis, characterizing
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a chronic inflammatory response. The animal presented severe throm-
bocytopenia, a frequent hematological finding in canine rangeliosis
(Fighera et al., 2010; Franca et al., 2010; Paim et al., 2012). This la-
boratory alteration confirmed the hemorrhagic findings observed at
necropsy.

In rangeliosis, there is no specific change in biochemical tests,
however performance of these tests may be indicated as part of the
evaluation of general state (Fighera, 2007). Although there are no
specific alterations in serum biochemistry during rangeliosis (Fighera,
2007; Paim et al., 2013; Soares et al., 2014; Franca et al., 2014), Costa
et al. (2012) observed an increase in alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), creatine kinase (CK) and bilirubin
levels in the sera of experimentally infected dogs.

Serum biochemistry of infected C. thous showed hypoproteinemia,
hypoalbuminemia, consistent with the findings of subcutaneous edema
observed at necropsy. Hypoalbuminemia and hypoproteinemia were
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Fig. 4. Histological section of the heart of Cerdocyon thous with zoites of R.
vitalii forming parasitic vacuoles in vascular endothelium. Hematoxylin and
eosin stain. Bar = 60 ym.

reported in dogs experimentally infected with R. vitalii. These altera-
tions were related to inflammation, because albumin is a negative acute
phase protein its synthesis may decrease due to inflammatory process
and vasculitis and other inflammatory conditions are common patho-
logical findings in rangeliosis (Paim et al., 2013). The anorexia and
hemorrhage describe in dogs infected with R. vitalii may be other causes
of hypoalbuminemia (Stockham and Scott, 2002). Elevated urea levels
are probably due to blood loss through the gastrointestinal tract. Also,
extravascular haemolysis leads to increased serum levels of bilirubin in
canine rangeliosis (Franca et al., 2014). Bilirubin pigments are ne-
phrotoxic and may cause elevation in urea and creatinine.

Among the pathological findings, many of the lesions found have
also been identified in canine rangeliosis. Mucosal jaundice is com-
monly observed in infected dogs. In this species it was described in
89%-100% of cases (Fighera et al., 2010; Fredo et al., 2015). The most
frequently identified lesions in infected dogs are splenomegaly, hepa-
tomegaly, hepatic discoloration, lymphadenopathy and intestinal he-
morrhage, all of which were seen in the present case. Splenomegaly is
described in all dogs with rangeliosis, aiding in the differential diag-
nosis of other diseases that present with jaundice (Fighera et al., 2010;
Fredo et al., 2015). Lymph node enlargement was present in several
cases, where it was reported in 77.1%-83% of dogs (Fighera et al,
2010; Fredo et al, 2015). Jaundice, splenomegaly and lymphadeno-
pathy characterize extravascular hemolysis.

The development of subcutaneous edema in pelvic limbs was also
observed in dogs, in 4% to 17.1% of necropsies, associated with protein
reduction from blood loss (Fighera et al., 2010; Fredo et al, 2015). In
the present study, hypoproteinemia was also responsible for the ob-
servation of edema in other anatomical locations, including ascites and
hydrothorax, which in dogs were identified in 17.1% to 25.7% of cases,
respectively. An important lesion in rangeliosis is the observation of
intestinal hemorrhage with the observation of petechiae, melena or
hematochezia. In the present report, marked hemorrhage corresponded
to the formation of petechiae in the intestinal mucosa in association
with melena. Pancreatic hemorrhage was identified in only 8.2% of
dogs (Fredo et al., 2015).

In dogs, in numerous organs, parasitic structures consistent with R
vitalii have been visualized. Histology revealed zoites in the heart, lung,
small intestine and pancreas; such organs are commonly affected by
protozoa, sometimes at high concentrations in vascular endothelium
(Fredo et al., 2015). Interstitial nephritis and mononuclear myocarditis
associated with parasitic vacuoles of R. vitalii are characteristic in in-
fected dogs (Fighera et al., 2010; Fredo et al., 2015), however, they
were not observed in the present case. Discrete mononuclear perivas-
cular inflammatory infiltrates in the brain have been described in
29.6% of infected dogs (Fighera et al., 2010). In lymphoid organs, the
lesions of erythrophagocytosis, hemosiderosis and necrosis of lymphoid
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follicles are commonly seen in infected domestic canines (Fredo et al,
2015).

We compared the clinicopathological findings and laboratory results
of rangeliosis in domestic canines to an infection in a C. thous.
Pathological and hematological findings in the crab-eating fox were
similar to those found in infected dogs. The description of this case
demonstrates that C. thous is not only a reservoir of the protozoan
(Soares et al., 2014; Fredo et al., 2015), but can present with its asso-
ciated disease as well.
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RESUMO

A rangeliose é uma doenca causada pelo protozoario Rangelia vitalii (R. vitalii).
Esse protozoario causa em cédes anemia e severa trombocitopenia. Nos ultimos anos,
diversos grupos de pesquisa de paises da America do Sul buscam esclarecer aspectos
relacionados a epidemiologia, ciclo biologico e patogenia deste protozoéario. Entretanto,
quando em comparagéo a outras hemoparasitoses, ainda sdo poucos os estudos realizados,

inclusive no estado do Rio Grande do Sul. Objetivou-se determinar a ocorréncia de R.
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vitalii em cées da regido de Caxias do Sul, Rio Grande do Sul. Para tanto, foram utilizadas
380 amostras de sangue total de animais domiciliados, cedidas por dois laboratorios de
analises clinicas da cidade de Caxias do Sul (RS). As amostras foram preparadas em
aliquotas de 1ml de sangue total em EDTA, e encaminhadas ao Laboratorio de
Protozoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para analise
molecular por PCR para Rangelia vitalii. Observou-se a presenca do protozoario em dois
caes, confirmando a ocorréncia da enfermidade na regido em 0,52%. As amostras
apresentaram alta similaridade em comparacao a outros genotipos descritos anteriormente
no Brasil e em outros paises. Destaca-se a relevancia do primeiro estudo molecular de
ocorréncia de R. vitalii em cées da regido de Caxias do Sul - RS, e sua importancia como

diagnostico diferencial de hemoparasitoses de cées na regiao.

PALAVRAS-CHAVE; Rangelia vitalii, PCR, caes, Caxias do Sul, Rio Grande do Sul.

| - Introducéo

Doencas transmitidas por vetores sdéo mundialmente importantes para a saide humana
e animal (Harrus & Baneth, 2005). A doenca causada pelo parasito R. vitalii é conhecida
como rangeliose e denominada popularmente como peste do sangue. Até 0 momento, a
infeccdo foi relatada apenas em canideos domésticos e silvestres (Fredo et al., 2015;
Quadros et al., 2015; Soares et al., 2015; Copat et al., 2019; Inacio et al., 2019; Souza et
al., 2019). O carrapato Amblyomma aureolatum € o Unico capaz de transmitir o parasita
aos cées (Soares et al., 2018). A alta morbidade associada a doencgas transmitidas por
carrapatos vem trazendo preocupacdo aos criadores de cdes, tutores e médicos
veterinarios, especialmente devido ao comprometimento da saude e bem-estar dos

animais afetados.
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A rangeliose foi descrita pela primeira vez em 1908, e apesar do tempo decorrido
apos sua primeira descricdo, € uma doenca considerada reemergente (Pestana, 1910;
Carini & Maciel, 1914). Até o momento foram relatados casos no Brasil, principalmente
nas regides Sul e Sudeste, e também na Argentina, Uruguai e Paraguai (Krauspenhar et
al., 2003; Lemos et al., 2012; Soares et al., 2011; Eiras et al., 2014; Soares et al., 2015;
Inécio et al., 2019).

Os trabalhos sobre rangeliose geralmente consistem em relatos de casos e poucos sao
o0s estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia da doenca em cées (Franca et al., 2010;
Lemos et al., 2012; Soares et al., 2014). Além disso, sdo escassos 0s dados sobre
variacdes geograficas que afetam a prevaléncia dessa enfermidade descritos na literatura,
sendo apenas dois levantamentos post mortem e dois envolvendo varias hemoparasitoses
em caes relatados no Rio Grande do Sul (Fischer et al., 2009; Fighera et al., 2010;
Gottlieb, 2014; Fredo et al. 2017). Diferente de outras protozooses, como erliquiose,
babesiose e leishmaniose, bem documentadas em determinadas regides do Brasil (Naveda
et al., 2003; Vasconcelos, 2010; Fonseca, 2012).

Até o presente momento ndo ha teste soroldgico disponivel para o diagnostico da
enfermidade. O diagnostico molecular de Rangelia vitalii através da técnica de PCR
permite a deteccdo de material genético do parasita, mostrando-se altamente sensivel e
especifico, e sendo importante para o diagndstico definitivo e diferencial da doenca
(Soares et al., 2018). A identificacdo do agente é fundamental para a obtencdo de dados
epidemioldgicos a fim de alertar aos médicos veterinarios, de forma a suspeitar da
enfermidade, e instituir rapidamente o tratamento preconizado, visto o potencial de ébito

que esta protozoose apresenta.
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Il — Materiais e Métodos
1.1 Animais e Area de estudo

Foram incluidos no estudo, cdes machos e fémeas com idades, racas e pesos
aleatdrios. Nao foram utilizados dados de resenha e anamnese e identificacdo individual
dos pacientes para esta analise quantitativa.

O tamanho amostral necessario para obtencao da ocorréncia e prevaléncia regional da
doenca foi estimado de acordo como método descrito por Thrusfield (2007), considerando
um intervalo de confianca de 95%. Sendo a formula determinada (Figura 1) a utilizada
em situacdes de desconhecimento do percentual esperado do agente etioldgico,
recomendando-se 0 uso de percentual esperado em 50%. Para tal, foram utilizadas 380
amostras de sangue de cdes, fornecidas por laboratorios de analises clinicas veterinarias

da cidade de Caxias do Sul (29° 10' 05" S 51° 10" 46™ W), Rio Grande do Sul, Brasil.

1,96%Pesp (1 — Pesp)
n= 7

Figura 1 — Formula de obtencdo de amostra aleatoria simples para populagdes infinitas
em desconhecimento de prevaléncia esperada. Sendo n = tamanho da amostra; Pesp =

prevaléncia esperada e d = erro (Thusfield, 2007).

As amostras foram coletadas durante seis meses, entre janeiro a julho de 2019, sendo
23 (6,05%) delas recebidas durante o verdo, 204 (53,68%) durante o outono e 153
(40,26%) coletadas durante o inverno.

A partir de sangue total acondicionado em tubos com anticoagulante de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) foram preparadas amostras de 1ml de cada animal,
encaminhadas ao Laboratorio de Protozoologia da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul (UFRGS) para anélise molecular por PCR.
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I1.11 Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA genémico foi extraido utilizando o Kit Pure Link TM Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen®) de acordo com as instrugdes do fabricante. As amostras foram
quantificadas para confirmar a qualidade e quantidade do DNA extraido e mantidas a -

20°C até a realizag¢ao da PCR.

A PCR foi realizada utilizando os primers Rv751-770 e Rv930-911, de acordo
com a metodologia de Soares e colaboradores (2018), obtendo-se um fragmento de 179
pares de bases do gene hsp70 de Rangelia vitalii. As reacdes de amplificagao foram
realizadas com o uso de reagentes Invitrogen®, em volume total final igual a 25 uL. DNA
de Rangelia vitalii e agua ultrapura foram utilizados como controle positivo e negativo,
respectivamente. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corados com Safer (Kasvi) e examinados por transiluminagdo UV.
Amostras positivas foram submetidas a um novo ciclo de PCR com os primers BAB2
143-167 e BAB2 694-667, correspondentes a regides conservadas do gene 18S rRNA de
piroplasmas, que amplifica um fragmento de aproximadamente 551pb, de acordo com o
protocolo de Almeida (2011). Os produtos de PCR deste novo ciclo foram enviados para
sequenciamento, sendo as sequéncias obtidas analisadas quanto a homologia e
similaridade com outras sequéncias depositadas no GenBank, com o auxilio dos

programas BioEdit/ Clustal e Mega 6.

11l — Resultados

A ocorréncia molecular de Rangelia vitalii em cées de Caxias do Sul foi de dois
animais, correspondendo a 0,52% (IC 95%). As amostras positivas para 18S rRNA-
nPCR, foram denomina das ’CXS-RV1” e “CXS-RV2”’, sendo a primeira delas

recebida durante o periodo de verdo e a segunda durante o inverno.
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Apos identificacdo as amostras foram sequenciadas. As analises filogeneéticas
(dendograma) (Figura 2) e matriz de identidade (Quadro 1), sustentaram a identificacao

de Rangelia sp. (Dados do GenBank).

KF2186081 | Argentina

MH1007261 | Paraguai
KT2882031 RS
KFOBA151.1 CLRS . Siluestres
KMOETE401 ERS
| exs-Rv1 '
| CEK-RVZ
HO1500061 RS
KUT10TES1 R

KP2OZE1A [Uruguai

0005
Figura 2 - Ocorréncia de Rangelia vitalii em cées da regido nordeste do estado do Rio
Grande do Sul. Analise filogenética gerada a partir de sequéncias do gene 18S de rRNA
de Rangelia vitalii (KF218606.1, KT288203.1, KF964151.1, KMO057840.1,
HQ150006.1, KU710789.1, KP202861.1, CXS-RV1e CXS-RV2), sendo as duas tltimas,

as amostras positivas do trabalho.

Observou-se similaridade de identidade a outras sequéncias de R. vitalii de cées
do Brasil, como a KU710789, isolada no Rio de Janeiro — RS, apresentando 100% de
similaridade gendmica, e a KT288203 isolada em Passo Fundo — RS, com mesmo
percentual de semelhanca genética (100%). Quando em comparacdo aos genotipos
encontrados em outros paises da américa latina, a semelhanca foi de 99.70% ao
isolamento da Argentina (KF218606) e 100% em comparagdo ao protozoario encontrado

no Uruguai (KP202861).
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Matriz de identidade Amostra 231 | Amostra 396
CXS-RV1 ID 1

CXS-RV2 1 ID
KU710789.1 Rangelia vitalii isolada no RJ-34 1 1
KT288203.1 Rangelia vitalii isolada em Passo Fundo 29 1 1
KF218606.1 Rangelia vitalii clone 1C Argentina 0,997 0,997
KP202861.1 Rangelia vitalii clone 33 Uruguai 1 1

Quadro 1 - Matriz de identidade de Rangelia vitalii, revelando similaridade entre
genotipos ja descritos. Sendo ’CXS-RV1’’ e > CXS-RV2”’, as amostras positivas do

estudo. Demais gendtipos em quadro auto descritivo.

IV — Discussdo

Diversas cidades do estado do Rio Grande do Sul tiveram casos de Rangelia vitalii
descritos. Soares e colaboradores (2013) compilaram 18 casos de rangeliose em cées
confirmados por PCR. Dos positivos, quatro eram de Porto Alegre (RS), trés de Viaméao
(RS), um de Bento Gongalves (RS), um de Alvorada (RS), um de Alegrete (RS), um de
Itaara (RS), um de Sao Sepé (RS), um de Cachoeira do Sul (RS) e um de Candelaria (RS).
Também foram relatados casos em Cruz Alta (Caino et al., 2011), Santa Maria e arredores
(Cargnelutti et al., 2005; Franca et al., 2010; Cristofari et al., 2011; Puntel et al., 2011;
Soares et al., 2011). Entretanto, ndo foram encontrados na literatura relatos da ocorréncia
do protozoario na cidade de Caxias do Sul (RS).

Existem poucos estudos sobre a prevaléncia e distribuicdo geografica de
rangeliose no Brasil, sendo quatro realizados no Rio Grande do Sul, incluindo dois

estudos post mortem (Fighera et al., 2010; Fredo et al., 2017). Os dois trabalhos com
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animais vivos foram realizados nas regifes norte (Gottlieb et al., 2014) e sul (Fischer et
al., 2009) do estado, sendo que em um deles foi realizada a visualizacdo do protozoario
em esfregaco sanguineo, ndo sendo realizada a andlise molecular. Até o presente
momento ndo ha outros trabalhos similares na regido de estudo.

Entre os trabalhos ja relatados, observou-se a inclusdo de animais com suspeita de
desenvolvimento da doenca clinica. Rodrigues (2017), realizou um inquérito
epidemiolégico molecular de hemoparasitas em cées de dois municipios com diferentes
condicdes climaticas no estado de Santa Catarina. O trabalho utilizou amostras de sangue
total de 138 cées, com histdrico ou sinais de hemoparasitoses. Mediante anélise por PCR,
apenas dois (1,4%) animais foram positivos para R. vitalii. Em Passo Fundo (RS),
realizou-se trabalho com amostras de 58 cdes com suspeita de hemoparasitose, a fim de
identificar o agente etiologico prevalente na cidade. Desses, quatro animais obtiveram
confirmacdo para R. vitalii por PCR (Gottlieb et al., 2014). Tais estudos demonstraram
maior prevaléncia quando em comparacdo ao trabalho realizado, entretanto a selecao
aleatdria dos animais pode ter contribuido para os resultados.

No estado do Rio Grande do Sul, a maior ocorréncia de casos clinicos e de
necropsia de caes que adoecem em funcdo de R. Vitalii sdo observados entre novembro e
marc¢o (Loretti et al., 2003; Spagnol et al., 2003). O estudo utilizou amostras coletadas
entre os meses de janeiro a julho. Uma das aliquotas positivas foi processada durante o
verdo, entretanto a outra durante o inverno, periodo em que a regido apresenta
temperaturas negativas com baixa presenca do vetor.

Em Assuncédo no Paraguai, foi realizado um estudo com objetivo de estabelecer a
prevaléncia de piroplasmas através de analise por PCR em 384 cées, obtendo positividade
em uma amostra, correspondendo a 0,26% do total (Inécio et al., 2019). Este trabalho

descreve pesquisa desenvolvida com numero semelhante de cdes (n= 380), observando-
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se positividade em 0,52% das amostras, percentual similar ao encontrado no pais vizinho.
Ainda, em relacédo a andlise filogenética, o piroplasma isolado apresentou alta semelhanca
aos exemplares isolados em outros trabalhos de diferentes regies do Brasil e de outros
paises da América Latina (Lemos et al., 2012; Soares et al., 2015). Tais resultados
demonstram a alta capacidade de adaptacdo territorial do protozoario.

Em diferentes regides do pais, ja foram observados casos provenientes da zona
rural, em sitios, na periferia da cidade, e em locais em que os cdes tém acesso direto as
areas de mato e morros proximas as habitacbes humanas (Loretti et al., 2003; Spagnol et
al., 2003). Objetivou-se para esse estudo utilizar sangue total de cées, ndo se atendo a seu
bairro e ambiente de origem, a fim de obter amostra populacional diversificada e nao
tendenciosa.

Sabe-se que animais silvestres podem atuar como reservatorios do piroplasma
(Loretti et al., 2003). Neste contexto, Souza e colaboradores (2019), realizaram no Rio
Grande do Sul, a captura de 44 canideos silvestres de vida livre para investigacdo de
presenca de DNA de R. vitalii. Oito animais, sete Cerdocyon thous e um Lycalopex
gymnocercus foram positivos para o protozoario, no entanto todos estavam clinicamente
saudaveis. Outros autores ja descreveram a doenca clinica em animais silvestres, porém
os animais relatados apresentavam-se em coinfeccdo (Soares et al., 2014; Fredo et al.,
2015; Quadros et al., 2015). Diferentemente de Copat e grupo (2019), os quais
descreveram o relato de um Cerdocyon thous capturado na cidade de Garibaldi (RS),
cidade vizinha a Caxias do Sul, apresentando apenas rangeliose. O animal foi a ébito
devido a doenca gerada pelo protozoario e teve o diagnostico obtido por meio de PCR. A
ocorréncia da enfermidade motivou o presente estudo, e tais relatos reforcam o

desconhecimento e importancia de mais investigacoes a respeito do parasita.
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Alguns trabalhos afirmaram que o piroplasma pode ser encontrado em esfregacos
de sangue em apenas 4 a 11% dos casos. Enquanto outros afirmaram que este parasita
pode estar presente em até 71,4% dos cdes com sintomatologia clinica (Fighera, 2007;
Fighera et al., 2010; Franca et al., 2010). Fischer e colaboradores (2009), estudaram a
ocorréncia do agente pela técnica de esfregaco sanguineo, em cdes errantes do municipio
de Pelotas (RS) e encontram 11,53% de positividade para Rangelia vitalii (9/78).
Entretanto, a forma intra-eritrocitaria de Rangelia vitalii é semelhante morfologicamente
a Babesia spp. Equivocos diagnosticos que criaram situacdo de descrédito no meio
cientifico em torno da R. vitalii por anos (Loretti & Barros, 2004). E que reforcam a
importancia na validacdo de levantamentos epidemioldgicos realizados através de

diagndstico molecular.

V- Conclusoes

Ressalta-se a contribuicdo do primeiro estudo de ocorréncia de Rangelia vitalii na
regido de Caxias do Sul - Rio Grande do Sul, a partir de analise molecular por PCR.
Dentre as 380 amostras analisadas, duas apresentaram-se positivas para o0 protozoario,
revelando a ocorréncia do agente etioldgico. E salientando a importancia em considerar
R. vitalii diagndstico diferencial de hemoparasitoses de cdes na regido. As amostras
positivas apresentaram alta similaridade genética em comparacdo a outras descritas

anteriormente no pais e em paises da América do Sul.
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4. CONCLUSOES GERAIS

O primeiro relato de rangeliose clinica em um Cerdocyon thous, levantou um
alerta sobre o fato de canideos selvagens ndo serem apenas reservatorio do protozoario,
mas também animais suscetiveis ao desenvolvimento da enfermidade. Atentando-se sobre
a importéncia do reconhecimento e diagndstico da doenca em tais espécies, visto a grave
apresentacdo clinica e risco de extingéo.

Nos ultimos anos, os casos de rangeliose canina tém sido mais frequentemente
relatados, mais artigos foram publicados em diversas regies do pais e até mesmo outros
paises, porém ha muitas lacunas a serem preenchidas. Acredita-se que a dificuldade de
identificacdo morfoldgica especifica do agente por analise direta tenha por muitos anos
comprometido o diagndstico definitivo de Rangelia vitalii. A padronizacdo e uso de
analise molecular por PCR tem contribuido nesse quesito, entretanto ainda se observa
resisténcia na solicitacdo do exame por parte dos médicos veterinrios e tutores,
comprometendo o nimero de pacientes confirmados para a doenca e consequentemente
os avancos cientificos. Dessa forma, trabalhos como o realizado, de ocorréncia,
prevaléncia e caracterizacdo molecular sdo fundamentais para auxiliar aos pesquisadores
da area a entender melhor a enfermidade.

Os resultados do estudo afirmam a ocorréncia do agente na cidade de Caxias do
Sul, Rio Grande do Sul. Portanto, alerta-se sobre a importancia em considerar R. vitalii
diagnostico diferencial de hemoparasitoses de cdes na regido. E indica-se a analise

molecular para Rangelia vitalii em caes utilizados como doadores de sangue.
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