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RESUMO

Rangelia vitalii € um piroplasma que esta relacionada ao género Babesia, pertencente ao Filo
Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Ordem Piroplasmorida, que causa, em cées, uma doenga
conhecida como rangeliose desde o inicio do século XX, caracterizada por um distdrbio
hemolitico e hemorragico. O objetivo deste trabalho consiste na caracterizagdo epidemioldgica,
analise dos achados macroscopicos, microscopicos e hematoldgicos, além da deteccédo
molecular e sequenciamento genético de casos de rangeliose canina em canideos
diagnosticados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Foram avaliados 55 caninos com diagnostico de rangeliose de janeiro de 2004 a dezembro
de 2015. Desses, 49 foram diagnosticados através de necropsia e analise histoldgica, e 7 casos
através de analise molecular da PCR e sequenciamento genético por amostra de sangue. As
principais lesbes macroscopicas observadas eram caracterizadas por mucosas ictéricas,
esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenomegalia e em alguns casos aumento das tonsilas.
Diversos graus de hemorragia foram observados na mucosa do estdmago, intestino delgado,
intestino grosso, rins, pulmdes e coragdo. Na andlise histoldgica havia estruturas compativeis
com o piroplasma R. vitalii no citoplasma de células endoteliais de capilares sanguineos,
principalmente no coracdo, pulmdes, rins, intestino delgado, linfonodos, baco e pancreas. A
inflamacéo de caracteristica mononuclear foi predominante na avaliacdo dos 6rgédos, sendo que
a maioria se deu pela presenca de plasmdcitos, e os principais 6rgdos afetados foram rins,
estdbmago, coracdo e pulmdes. As principais lesbes hepaticas foram, inflamagdo mononuclear,
colestase, eritrofagocitose, necrose paracentral e hematopoiese extramedular. No bago da
maioria dos cées foi visualizada hematopoiese extramedular e eritrofagocitose, e nos linfonodos
havia rarefacdo linfoide e eritrofagocitose. Na medula 6ssea, hiperplasia de linhagem eritroide
foi a lesdo mais observada. Outro objetivo é relatar o diagndstico desta piroplasmose em dois
canideos selvagens, um graxaim-do-mato (Cerdocyon thous) e um graxaim-do-campo
(Lycalopex gymnocercus). No exame macroscopico, ambos apresentaram mucosas palidas,
esplenomegalia, discreta linfadenomegalia e o padrdo hepatico evidente. As estruturas
compativeis com R. vitalii foram observados no citoplasma de células endoteliais do figado,
estdmago, coracdo, rim, pulmdes, ganglios linfaticos, e da bexiga. O agente foi caracterizado

por PCR e sequenciamento genético através de amostras de figado e carrapatos.

Palavras chaves: caninos, histologia, PCR, diagndstico, patologia, rangeliose.



ABSTRACT

Rangelia vitalii is a piroplasma of the Babesia genus that belongs to Apicomplexa phylum,
Sporozoasida class, and Piroplasmorida order, that causes in dogs a disease, characterized by
hemolytic and hemorrhagic disorder, known as rangeliosis since the early twentieth century.
The aim of this work is to describe the epidemiological characterization, analyze pathological
and hematological findings, in addition to molecular detection and genetic sequencing of cases
of rangeliosis in canines diagnosed in the Sector of Veterinary Pathology of the Federal
University of Rio Grande do Sul. We evaluated 55 dogs diagnosed with rangeliosis between
January 2004 to December 2015. Of these, 49 were diagnosed through necropsy and
histological analysis, and 7 cases through molecular analysis by PCR and genetic sequencing of
blood sample. The main gross lesions were characterized by generalized jaundiced,
splenomegaly, hepatomegaly, lymphadenopathy, and in some cases enlarged tonsils. Various
degrees of hemorrhage were observed in the mucosa of stomach, small intestine, large intestine,
kidneys, lungs, and heart. Histological analysis was compatible with R. vitalii within the
cytoplasm of endothelial cells of blood capillaries, especially in the heart, lungs, kidneys, small
intestine, lymph nodes, spleen, and pancreas. Inflammation was predominantly mononuclear,
most of which was characterized by the presence of plasma cells, and the main affected organs
were kidney, stomach, heart, and lungs. The major hepatic lesions were mononuclear
inflammation, cholestasis, erythrophagocytosis, paracentral necrosis, and extramedullary
hematopoiesis. In spleen of most dogs was observed extramedullary hematopoiesis and
erythrophagocytosis, and in lymph nodes were observed Ilymphoid rarefaction and
erythrophagocytosis. In the bone marrow, erythroid lineage hyperplasia was the most
commonly observed alteration. By analyzing the hematological findings of 17 dogs, it was
noted that all patients had thrombocytopenia, and 15 animals had hypochromic macrocytic
anemia. Another objective is to report the diagnosis of rangeliosis in two wild canids, a crab-
eating fox (Cerdocyon thous) and a Pampas fox (Lycalopex gymnocercus). On gross
examination, both had paleness, slight splenomegaly and lymphadenopathy, and noticeable
acinar pattern. The structures compatible with R. Vitalii were observed in the cytoplasm of
endothelial cells of liver, stomach, heart, kidney, lungs, lymph glands, and bladder. The agent

was characterized by PCR and genetic sequencing of liver and tick samples.

Key words: canine, histology, PCR, diagnosis, pathology, rangeliosis.
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1 INTRODUCAO

Rangelia vitalii é um piroplasma do género Babesia, pertencente ao Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoasida, Ordem Piroplasmorida (SOARES et al., 2011), que causa, em caes, uma
doenca conhecida como rangeliose desde o inicio do século XX (CARINI, 1908; PESTANA,
1910). Antigamente, esta infecgcdo era popularmente conhecida como “peste do sangue”, “febre
amarela dos cdes”, “mal do sangue” ou “Nambyuv(”, que na lingua tupi-guarani significa
orelhas que sangram (LORETTI & BARROS, 2004).

As principais alteragdes causadas por R. vitalii ocorrem devido a um distdrbio
hemolitico e hemorragico. O agente pode infectar principalmente as células endoteliais, alem
de eritrdcitos e leucdcitos na circulacdo sanguinea (LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA
et al, 2010).

Os sinais clinicos da doenca incluem anemia, ictericia, febre, esplenomegalia,
linfadenomegalia generalizada, hemorragia ao longo do trato gastrointestinal e persistente
sangramento pelas pontas das pinas, superficies de orelha externa, nariz e cavidade oral
(LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010; FRANCA et al., 2010; DA SILVA et
al., 2011).

Achados na necropsia de caes infectados, consistem em lesdes tipicas de uma desordem
hemolitica (FIGHERA et al., 2010), ictericia generalizada, esplenomegalia, hemorragias,
linfadenomegalia. No exame histopatoldgico é possivel visualizar zoitos de R. vitalii no
citoplasma das ceélulas endoteliais dos capilares sanguineos, principalmente nos linfonodos,
baco, figado, medula déssea, rim e pulmdes (LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA et al.,
2010; FRANCA et al., 2010; FIGHERA et al., 2010).

O diagnéstico da infeccdo por R. vitalii é realizado através do historico, sinais clinicos e
resposta favoravel a terapia (LORETTI & BARROS, 2005; FRANCA et al., 2010), esfregacos
sanguineos de sangue periférico (FRANCA et al., 2010), puncdo aspirativa por agulha fina
(PAAF) seguida de avaliacdo citologica dos esfregacos, ou bidpsia incisional do bago, dos
linfonodos e da medula dssea (FIGHERA, 2007), achados macroscépicos e histopatoldgicos
(LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA et al. , 2010), além da realizacdo da identificacdo
molecular do agente (SOARES et al., 2011; PAIM et al., 2015 — IN PRESS). Esse protozoario
permanece durante varios meses no sangue circulante dos cdes tratados ou que tiveram
recuperacdo espontanea, e a infeccdo por R. vitalii culmina com a morte do animal se o
paciente ndo for diagnosticado rapidamente (KRAUSPENHAR et al., 2003).



O objetivo deste trabalho consiste na caracterizagdo epidemioldgica, analise dos
achados macroscopicos, microscopicos e hematoldgicos, deteccdo molecular e sequenciamento
genéticos de casos de rangeliose em canideos diagnosticados no Setor de Patologia Veterinaria

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.



REVISAO DE LITERATURA
1.1 Histérico

No inicio do século XX, no ano de 1908, no estado de S&o Paulo, 0 médico Antonio
Carini descreveu pela primeira vez uma doenca caracterizada por um quadro clinico de
prostracdo, hipertermia, ictericia, hemorragias petequiais na pele, epistaxe nos animais
infectados. Carini (1948) afirma que o "Nambyuvd", assim como foi denominada a rangeliose,
era uma doenca semelhante a "ictericia maligna™ de cées, atualmente denominada babesiose
canina.

Posteriormente, Bruno Rangel Pestana (PESTANA, 1910), apresentou em seu trabalho,
uma breve elucidacdo dos sinais clinicos, evolu¢do da doenca e uma nova denominagdo ao
agente estudado, Piroplasma vitalii (PESTANA, 1910a). Em 1914, outro manuscrito foi
publicado, desta vez por Antonio Carini e Jesuino Maciel (CARINI & MACIEL, 1914a),
sugerindo novamente a alteracdo no nome do agente causador desta doenca, agora o definido
como Rangelia vitalii. A denominagdo Rangelia vitalii foi uma homenagem ao Pesquisador
Mestre Vital Brasil e ao seu descobridor e primeiro relator, Bruno Rangel Pestana (PESTANA,
1910).

Entre os anos de 1948 a 2003, estudos com o protozoario R. vitalii praticamente
desapareceram da literatura (FIGHERA, 2007; LORETTI & BARROS, 2004), salvo raras
citacGes, uma datada em um livro texto de patologia e terapéutica veterinaria (MANNINGER;
MOCSY 1973) e outra em uma publicacdo em anais de congresso (REZENDE, 1976). Segundo
LORETTI & BARROS (2004a), durante anos a infeccdo por R. vitalii foi erroneamente
diagnosticada, sendo confundida com casos de babesiose (SILVA et al., 1985), hepatozoonose
[mencionado por (CARINI, 1948)], leishmaniose visceral (calazar) (POCAI et al., 1998) e
toxoplasmose. E, devido a estas circunstancias, o diagnostico da doenca caiu em descrédito
perante a comunidade cientifica (LORETTI & BARROS, 2004a,b).

Ainda nos anos 2000, outros estudos esclareceram mais acerca de dados sobre a
epidemiologia, sinais clinicos, hematologia, achados patolégicos e métodos de diagndstico
(LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010; FRANCA et al., 2011; FRANCA et al.,
2014). As informacgdes produzidas em ambos os trabalhos, ajudaram na compreensdo da
ocorréncia desta doencga em cées.

Em andlise recente, Soares et al. (2011), realizaram estudo filogenético, através da
deteccdo e caracterizacdo molecular do agente. Os autores ao compararem a sequéncia génica

de um fragmento do gene 18S rRNA de R. vitalii com Babesia canis e Babesia gibsoni



observaram uma similaridade de 92% e 94%, respetivamente, esta similaridade foi ainda menor
guando utilizado um fragmento do gene hsp70, a mesma sendo de 82% (B. canis) e 86% (B.
gibsoni). Assim, a andlise resultou na descricdo de um novo genotipo classificado no género
Babesia, concluindo que R. vitalii € uma espécie valida de piroplasma no Brasil.

Em 2014, a infeccdo por R. vitalii foi observada pela primeira vez em um céo na
Argentina, na regido de Provincia de Misiones, sendo o diagndstico realizado através de
esfregacos sanguineos, puncdo de linfonodos e analise molecular através da PCR (EIRAS et al.,
2014).

Nos anos de 2014 e 2015, esta piroplasmose foi diagnosticada em canideos da fauna
selvagem, através de analise molecular (SOARES et al., 2014) e por achados macroscopicos,
microscopicos e moleculares (QUADROS et al., 2015). Ainda em 2015, o diagndstico desta
piroplasmose através de técnica molecular foi realizado em dois cées originarios de diferentes
cidades no Uruguai, um localizado na cidade de Salto (Latitude 31°22'60" Sul, Longitude
57°58'60" Oeste, Altitude 51 metros) e outro proveniente da cidade de Treinta y trés (Latitude
33° 13'59 Sul, Longitude 54° 22' 59 Oeste, Altitude 63 metros) (SOARES et al., 2015).

Além disso, outros estudos estdo sendo desenvolvidos a fim de, esclarecer novas
teoriase caracterizar as alteragcbes que possivelmente a R. vitalii possa causar no organismo
animal (DA SILVA et al., 2013a,b; PAIM et al., 2012; LEMOS et al., 2012; PAIM et al., 2015
— IN PRESS).

1.2 Etiologia

Rangelia vitalii € um protozoario relacionado ao género Babesia, Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoasida, Ordem Piroplasmorida (LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA, 2007)
Em esfregaco sanguineo, Fighera et al. (2010), observaram o parasita no interior de eritrdcitos,
medindo cerca de 2,0 um de didmetro, exibindo formato oval, citoplasma neutrofilico e ndcleo
intensamente basofilico e Da Silva et al., (2011), descrevem que quando encontrado livre entre
as células sanguineas apresenta, comprimento de aproximadamente 3,94 + 0,67um e largura de
2,23 + 0,42um, o seu nucleo possui comprimento de 0,97 = 0,17um e largura de 0,84 +
0,11um. Quando no interior dos eritrocitos esse parasito tem comprimento de 3,34 + 0,54um e
largura de 2,09 + 0,34um, o nicleo do parasito mede de comprimento 1,07 + 0,20pm e largura
de 0,87 £ 0,15um. O tamanho dos parasitos encontrados dentro dos neutréfilos e mondcitos é
2,97 = 0,68um de comprimento e 1,94 + 0,26um de largura e o nucleo dos parasitos mede de

comprimento 1,17 £+ 0,34um e largura de 0,85 + 0,23 pum.



O estudo genético molecular de R. vitalli foi recentemente proposto por Soares et al.
(2011), os autores realizaram o estudo através de analise molecular e sequenciamento genético,
tendo como referéncia o fragmento 18S rRNA e a proteina de choque térmico 70 (hsp70),
ampliados por reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A anélise inferida resultou na descricéo
de um novo gendtipo relacionado ao género Babesia, e concluiu que R. vitalii, € uma espécie
valida de piroplasma. Apesar de morfologicamente semelhante a espécie de Babesia canis,
quando encontrada em hemacias, a espécie de R. vitalii & geneticamente distinta das principais

babesias que infectam caes.

1.3 Distribuicéo geografica

Rangeliose vem sendo diagnosticada em cdes domésticos (LORETTI & BARROS,
2005; FIGHERA et al., 2010) e em canideos selvagens (SOARES et al., 2014; QUADROS et
al., 2015; FREDO et al., 2015). Afeta principalmente cdes jovens, e com menor frequéncia caes
adultos (FIGHERA, 2007), ndo havendo uma predisposicdo de sexo e raca (FRANCA et al.,
2014), porém, cdes sem raca definida sdo os mais acometidos (FIGHERA et al., 2010). A
infeccdo acorre principalmente em zonas rurais ou periurbanas (FIGHERA, 2007; FIGHERA et
al., 2010) causando uma doenca clinica grave com alta taxa de mortalidade sendo relatada
cerca de 33,3% (SOARES et al., 2014).

Esta piroplasmose é somente relatada em paises da América do Sul, sendo o Brasil o
pais com a maior casuistica da sua ocorréncia (CARINI, 1908; PESTANA, 1910; BRAGA,
1935; REZENDE, 1976; KRAUSPENHAR et al., 2003; LORETTI & BARROS, 20044,
FIGHERA et al., 2010; FRANCA et al., 2010; LEMOS et al., 2012), seguido do Uruguai
(SARASUA; DONATI, 1976; SOARES et al., 2015) e Argentina (EIRAS et al. 2014).

No Brasil, a maior ocorréncia do diagnostico de rangeliose € conferida a regido sul,
sendo que a maior frequéncia de relatos ocorre na Mesorregido do Centro Ocidental Rio
Grandense (FIGHERA et al., 2010), seguida da regido sudeste, com maior concentracdo de
casos no estado de S&o Paulo (CARINI, 1908; PESTANA, 1910b; SALVAGNI et al., 2009).

Nesta ultima década observou-se um aumento no numero de casos diagnosticados de
rangeliose em caninos domeésticos, fato este que pode ser atribuido ao aumento de novas
pesquisas (LORETTI; BARROS, 2005; FIGHERA, 2007; FIGHERA et al., 2010; FRANCA et
al., 2010; SOARES et al., 2011; PAIM et al., 2012; DA SILVA et al., 2011; SOARES et al.,
2015; PAIM et al., 2015). Desde 2005 foram registrados, em média, 58 casos confirmados de



rangeliose em cdes domésticos no Brasil, trés casos no Uruguai (SOARES et al., 2015) e um na
Argentina (EIRAS et al., 2014).

Ha relatos desta doenca durante todas as estacdes do ano, sendo mais frequente nas
épocas mais quentes como o0 verdo, devido a maior quantidade de vetores no ambiente
(KRAUSPENHAR et al., 2003; LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010).

O principal vetor da rangeliose, o ixodideo Amblyomma aureolatum foi encontrado no
Brasil, Argentina e Uruguai, e em outros paises da America do sul, como o Paraguai, Suriname,
Guiana Francesa (GUGLIELMONE et al., 2003; LABRUNA et al., 2005).

Quanto ao diagnostico em canideos selvagens, a rangeliose ja foi observada na regido
sul do Brasil, no estado do Rio Grande do Sul (SOARES et al., 2014), no estado de Santa
Catarina (QUADROS et al., 2015) e na regido sudeste, no estado de Sdo Paulo (SOARES et
al., 2014).

1.4 Patogenia

A patogénese da rangeliose ndo estd completamente elucidada e dados acerca da
patogenia sdo baseados em infeccdes experimentais. Sabe-se que a R. vitalii possui um estagio
extracelular, dentro dos vasos sanguineos e, intracelular, no qual o parasita se multiplica no
interior de um vacuolo parasitoforo situado no citoplasma das células endoteliais ou, ainda, no
interior de eritrocitos (LORETTI & BARROS, 2005).

Sugere-se que a replicacdo de parasitas continua até que o numero deles dentro da célula
atinge uma condicdo critica, e a célula endotelial se rompe liberando parasitas na corrente
sanguinea que permanecem livres no sangue circulante até penetrarem em uma nova célula
endotelial intacta de um capilar sanguineo, iniciando uma nova multiplicacdo (FIGHERA et al.,
2010).

1.5 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos apresentam-se sob trés formas: aguda ou ictérica, subaguda ou
hemorragica e cronica. Frequentemente, as formas de apresentacdo da doenca podem sobrepor-
se, e um mesmo animal apresentar simultaneamente sinais de ictericia e hemorragia
(LORETTI; BARROS, 2004a). Com isso, conclui-se que as manifestacbes clinicas dependem
diretamente da fase da doenca (aguda, subclinica, ou fase crénica).



Os sinais incluem anemia, ictericia, hipertermia/febre, esplenomegalia,
linfadenomegalia generalizada, epistaxe, hematémese, hemorragia ao longo do trato
gastrointestinal e sangramento persistente pelas pontas das orelhas (pinas) (LORETTI &
BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010; FRANCA et al., 2010; DA SILVA et al, 2011;
QUADROS et al., 2015). Alguns cdes apresentam episddios de émese e, consequentemente,
desidratacdo (FIGHERA et al., 2010). A hemorragia bilateral severa das pinas, que muitas
vezes ¢é observada em casos de rangeliose foi considerado uma caracteristica da doenca. Outros
sinais incluem taquipneia, hipotermia, emagrecimento, dispneia e edema de membros pélvico
(FIGHERA et al., 2010).

1.6 Achados laboratoriais

Os achados laboratoriais geralmente observados em cées naturalmente infectados sédo
compativeis com anemia hemolitica imunomediada extravascular. As anemias observadas em
caes com rangeliose sdo geralmente regenerativas, do tipo macrocitica hipocrémica (FIGHERA
et al., 2010). No entanto, também ja foram relatadas anemias normocitica normocrémica e
macrocitica normocrémica (FRANCA et al., 2010). O leucograma é caracterizado por
leucocitose, linfocitose, neutrofilia, monocitose, e em alguns casos, uma mudanca da série
mieloide (FRANCA et al., 2010).

Na avaliacdo de esfregagos sanguineos, observa-se anisocitose, policromasia,
metarrubricitemia e corpusculos de Howell-Jolly, aléem de esferocitose, eritrofagocitose e
autoaglutinacéo de eritrocitos. Todos estes achados séo sugestivos de dano imunomediado aos
eritrocitos e de uma anemia regenerativa, que sdo achados frequentemente encontrados em
casos de rangeliose (FRANCA et al., 2013) .

Os cdes infectados podem, ainda, apresentar trombocitopenia acentuada, devido a
trombocitopenia imunomediada desencadeada pela leséo endotelial, ocasionada pela replicacao
do parasito intracelular em vaclolos parasitoforos, promovendo a ruptura dos capilares
sanguineos ou pela formagdo de imunocomplexos que causam lesdo endotelial (LORETTI &
BARROS, 2004).

Nenhum teste bioquimico auxilia diretamente no diagnéstico de rangeliose, porém a
realizacdo destes exames deve ser realizada como rotina clinica, a fim de, avaliar o estado

clinico do paciente, descartando outras patologias semelhantes (FIGHERA, 2007).



1.7 Achados patoldgicos
1.7.1 Achados macroscépicos

Durante a necropsia € possivel observar lesdes tipicas de disturbio hemolitico
extravascular (FIGHERA, 2007; FIGHERA et al., 2010).

As mucosas conjuntivais, oral e genital, tecido subcutaneo, serosas e camada intima de
grandes vasos podem apresentar palidez ou diversos graus de ictericia Em casos mais graves 0s
caes podem apresentar ictericia da pele, da esclera ocular e da céapsula articular (LORETTI &
BARROS, 2005; FIGHERA, 2007, FIGHERA et al., 2010, DA SILVA et al., 2011; FRANCA
etal., 2014).

As tonsilas apresentam-se aumentadas de volume e com coloragéo difusa avermelhada
(LORETTI & BARROS, 2004a; FRANCA et al., 2014).

Esplenomegalia é um achado frequente nos casos de rangeliose (KRAUSPENHAR et
al., 2003; LORETTI; BARROS, 2004a; LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA, 2007,
FIGHERA et al., 2010; DA SILVA et al., 2011; FRANCA et al., 2014). Além disso, é comum
observar ao corte do 6rgéo, discreto a moderado pontilhamento brancacento, significando, uma
hiperplasia de polpa branca (FIGHERA et al., 2010).

O figado encontra-se aumentado de tamanho com acentuagdo do padrdo lobular, com
tonalidade que pode variar de difusamente palida (LORETTI & BARROS, 2004a), amarelada
(FRANCA et al., 2014), vermelho-alaranjada lembrando “cor de tijolo” (FIGHERA, 2007;
LORETTI; BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010; FRANCA et al., 2014) e raramente
marrom-esverdeado (FIGHERA et al., 2010). A vesicula biliar encontra-se distendida de
tamanho, preenchida por bile de consisténcia grumosa (LORETTI & BARROS, 2004a;
FIGHERA et al., 2010).

Os linfonodos apresentam-se variavelmente aumentados de tamanho. Na superficie
apresentam, por vezes, hemorragia de intensidade variavel. Ao corte, sdo macios, de coloracdo
vermelha ou castanho-escuro, e frequentemente flui linfa (LORETTI & BARROS, 20043,
FIGHERA et al., 2010; DA SILVA et al., 2011; FRANCA et al., 2014).

A medula dssea encontra-se pastosa e liquefeita (LORETTI & BARROS, 2004a),
acentuadamente avermelhada, podendo preencher todo o canal medular do fémur, sendo
indicativo de uma hematopoese ativa (FIGHERA et al., 2010). Nos casos onde ha ictericia
acentuada, € possivel encontrar os rins tingidos de amarelo, pela acentuada concentracdo de
bilirrubina, o que também leva a alteracdo na coloracdo da urina, deixando-a mais escura
(PESTANA 1910 a, FIGHERA et al., 2010).



Em 60% dos casos estudados por FIGHERA et al., 2010, havia altera¢es pulmonares,
sendo estas apresentadas por pulmdes ndo colabados, pesados, com superficie Umida e
brilhante; e ao corte deixavam fluir grande quantidade de liquido.

Hemorragias séo, constantemente, observadas macroscopicamente nas mucosas e/ ou
pele, além de drgdos como, intestinos, estdmago, bexiga, pancreas, pulmdes e coragdo
(FIGHERA et al., 2010), além disso, edema e petéquias no tecido subcutaneo podem estar
presentes (FRANCA et al., 2014).

1.7.2 Histopatologia

Na analise histologica é possivel observar vacuolos parasitoforos contendo zooitos de R.
vitalii no citoplasma das células endoteliais dos capilares sanguineos de diversos Orgaos e
tecidos (FIGHERA et al., 2010; LORETTI & BARROS, 2004a). Principalmente nos
linfonodos, baco, figado, medula dssea, rim, tonsilas, estdmago, intestinos, coracao, pulmoes e
em menor frequéncia em pele, musculatura esquelética plexo coroide e na regido medular da
glandula adrenal (FRANCA et al., 2010; FIGHERA et al., 2010; FRANCA et al., 2014).

A alteracdo microscopica € caracterizada por infiltrado inflamatorio de células
mononucleares, predominantemente de plasmocitos (LORETTI & BARROS, 2004a, FRANCA
et al., 2014) de intensidade variavel, mas, independentemente do 6rgao afetado, quase sempre
de intensidade discreta a moderada, e ocasionalmente acentuada (FIGHERA et al., 2010).

O figado pode apresentar necrose de coagulacdo centrolobular ou paracentral, acimulo
de pigmento biliar principalmente no interior dos canaliculos e eritopoiese de intensidade
variavel (FIGHERA et al., 2010). Nos rins, além da inflamacdo, observa-se degeneragdo e
necrose e variavel acimulo de pigmento acastanhado (hemossiderina) no citoplasma de células
tubulares (FIGHERA et al., 2010; FRANCA et al., 2014).

Ainda na histopatologia, observa-se nos linfonodos, hiperplasia linfoide acentuada,
podendo conter células gigantes multinucleadas e macrofagos que preenchem os seios
medulares e contém hemaécias ou hemossiderina em seu citoplasma (LORETTI & BARROS,
2004a; FIGHERA et al., 2010; DA SILVA et al., 2011). No bago, observa-se hiperplasia de
polpa vermelha (KRAUSPENHAR et al., 2003; FIGHERA et al., 2010; DA SILVA et al.,
2011), alem de hematopoese extramedular, principalmente eritropoiese e megacariocitopoese,
que contribuem também para o aumento celular da polpa vermelha. Alteragdes na medula 6ssea
sdo frequentemente relatadas, observando acentuada hiperplasia de todas as linhagens,
principalmente eritroide e megacariocitica (LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA et al.
2010).



1.8 Diagnosticos e diagnosticos diferenciais

Presuntivamente, o diagnostico pode ser realizado com base no histérico, sinais
clinicos, curso da doenca e resposta a terapia (LORETTI & BARROS, 2004; FIGHERA,
2007). Porém, o diagnostico definitivo de rangeliose imprescinde de suporte laboratorial, ja que
a doenca apresenta diversos sinais clinicos semelhantes a outras doengas que cursam com um
quadro clinico semelhante.

Alguns estudos retrospectivos diagnosticaram a doenga atraves esfregacos sanguineos,
onde apenas 4 - 11,1% dos casos apresentaram o0 organismo no interior de eritrécitos cinco dias
apos a inoculacdo (DA SILVA et al., 2011), sendo o pico da parasitemia observado nos dias 9
e 11, apo6s a inoculagdo. Enquanto, outros trabalhos dizem que este parasita esta presente em
esfregacos de sangue em 71,4% dos casos em média (FRANCA et al., 2010). A avaliacdo
através de bidpsia incisional do bago, dos linfonodos e da medula 6ssea pode ser util para o
diagndstico, porém representam um risco iminente para animais com acentuada anemia e
trombocitopenia (LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA, 2007).

O diagndstico definitivo € realizado através da caracterizacdo dos achados
macroscopicos e histopatologicos (LORETTI & BARROS, 2005; FIGHERA et al., 2010;
QUADROS et al., 2015), recentemente através de diagnostico molecular (PCR) e
sequenciamento genético (SOARES et al., 2011; SOARES et al., 2015) e, também, por analise
de PCR quantitativo (PAIM et al., 2015 “IN PRESS”).

O estudo filogenético do R. vitalii através da analise molecular, tendo como referéncia
fragmentos 18S rRNA e da proteina de choque térmico 70 (hsp70), ampliados por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), foi recentemente realizado. A analise resultou na descricdo de um
novo genotipo classificado no género Babesia e concluiu que R. vitalii, € o0 agente etioldgico da
rangeliose, sendo esta uma espécie valida de piroplasma (SOARES et al., 2011). A sequéncia
de um fragmento do gene R. vitalii 18S rRNA (GenBank n. HQ150006) obtido por Soares et al.
(2011) vem sendo usado como referéncia para a identificagdo molecular de R. vitalli no sangue
de caes domeésticos e selvagens.

A técnica da PCR quantitativa especifica e sensivel, também com base na sequéncia R.
vitalii 18S rRNA, tem sido desenvolvida e pode ser utilizada tanto para diagndstico quanto para
a quantificacdo da carga parasitaria em amostras de sangue (PAIM et al., 2013c; PAIM et al.,
2015).



No diagnostico diferencial de rangeliose devem ser incluidas doencas infecciosas e
parasitarias que ocorrem em caes domésticos e em canideos selvagens no Brasil, que cursem
com anemia, ictericia, febre, esplenomegalia, linfadenomegalia e hemorragias
(KRAUSPENHAR et al., 2003; LORETTI & BARROS, 2004). As enfermidades mais
frequentemente confundidas com a rangeliose s&o a babesiose, ehrlichiose, leishmaniose,
leptospirose e doencas que cursam com perda de sangue através do tubo digestivo, como
verminoses gastrintestinais e Ulceras gastricas. A anemia hemolitica imunomediada, associada a
diferentes etiologias e idiopatica, também deve ser incluida no diagnoéstico diferencial dessa
doenca (LORETTI & BARROS, 2004a).



2 ARTIGO 1

Neste item € apresentado o artigo intitulado “Rangeliose em canideos: achados
anatomopatologicos, hematologicos, deteccdo molecular e sequenciamento genéticos de
Rangelia vitalii em cédes domésticos naturalmente infectados” o qual foi redigido para ser

submetido ao periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira (PVB).
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In the period that lasted from January 2004 to December 2015, 55 domestic canines were
diagnosed of rangeliose. Of these, 49 were diagnosed through autopsy and histological analysis,
and 7 cases through molecular analysis of PCR and genetic sequencing by blood sample, in which
one of the tested animals came to death in clinical care. The hematological abnormalities, 17 dogs
were also compiled and analyzed. The affected dogs showed signs of apathy, anorexia, fetid and
bloody diarrhea, vomiting and dehydration. At necropsy the main changes of jaundice,
splenomegaly, hepatomegaly, lymphadenomegaly. Histological analysis was parasitophorous
vacuoles in the cytoplasm of A. Vitalii endothelial cells of blood capillaries, mainly in the heart,
lung, kidney, small intestine, lymph nodes, spleen and pancreas. The inflammation characteristic
mononuclear was predominant in the analysis, most of which was due to the presence of plasma.
The main organs were affected kidney, stomach, heart and lungs. The main liver lesions were
mononuclear inflammation, cholestasis, erythrophagocytosis, hepatocytes cord atrophy and
extramedullary hematopoiesis. In the spleen the main changes were extramedullary
hematopoiesis and erythrophagocytosis, and lymph nodes were lymphoid and
erythrophagocytosis rarefaction. In the bone marrow, erythroid lineage hyperplasia was the most
observed injury. By analyzing the results of hematological 17 dogs, it was noted that all patients
had thrombocytopenia, and 15 animals were anemic, in which the type macrocitic hypochromic
was more observed.

INDEX TERMS: Canids, domestic dogs, Rangelia vitalii, hematologia, histology, PCR, diagnosis.

RESUMO. - No periodo que se estendeu de janeiro de 2004 a dezembro de 2015, 55 caninos
domésticos obtiveram o diagndstico de rangeliose. Desses, 49 foram diagnosticados através de
necropsia e andlise histolégica, e 7 casos através de analise molecular da PCR e sequenciamento
genético por amostra de sangue, no qual um dos animais testados veio a 6ébito em atendimento
clinico. As altera¢des hematolégicas de 17 cies também foram compiladas e analisadas no qual
observou-se que todos apresentavam trombocitopenia, e 15 animais apresentavam anemia, na
qual a o tipo macrocitico hipocrémico foi a mais observada. Os cdes afetados apresentaram sinais
de apatia, anorexia, diarreia fétida e sanguinolenta, émese e desidratacdo. Na necropsia as
principais alteracdes consistiram de ictericia, esplenomegalia, hepatomegalia e linfadenomegalia.
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Na analise histolégica havia vactiolos parasitéforos de R. vitalii no citoplasma de células
endoteliais de capilares sanguineos, principalmente no corag¢do, pulmao, rins, intestino delgado,
linfonodos, bago e pancreas. A inflamacdo de caracteristica mononuclear foi predominante na
andlise, sendo que a maioria deu-se pela presenca de plasmécitos. Os principais 6rgdos afetados
foram os rins, coracdo e os pulmdes. As principais lesdes hepaticas foram inflamacgao
mononuclear, colestase, eritrofagocitose, atrofia de corddo de hepatdcitos e hematopoiese
extramedular. No bago as principais alteracoes foram hematopoiese extramedular e
eritrofagocitose, e nos linfonodos havia rarefacao linfoide e eritrofagocitose. Na medula 6ssea,
hiperplasia de linhagem eritroide foi a lesdo mais observada.

TERMOS DE INDEXACAO: Caninos, cdes domésticos, Rangelia vitalii, hematologia, histologia, PCR,
diagnostico ,.
INTRODUCAO

A rangeliose é uma doencga causada pelo piroplasma molecularmente classificado como Rangelia
vitalii (Soares et al. 2011), com ocorréncia relatada principalmente no sul do Brasil (Fighera et al.
2010, Franca et al,, 2010), porém ja descrita em paises da América do sul, como, Argentina (Eires
et al. 2014) e Uruguai (Soares et al. 2015). As principais alteracdes causadas por R. vitalii ocorrem
devido a um distirbio hemolitico e hemorragico. O agente pode infectar eritrdcitos e leucdcitos na
circulacdo sanguinea, bem como células endoteliais (Loretti & Barros 2005, Fighera et al. 2010,
Franca et al. 2010).

O diagnéstico desta infeccdo é realizado através do historico, sinais clinicos g resposta
favoravel a terapia (Loretti & Barros 2005), esfregacos sanguineos de sangue periférico (Franga et
al. 2010), puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) seguida de avaliacdo citoldgica dos esfregacos,
ou bidpsia incisional do bago, dos linfonodos e da medula 6ssea, achados macroscépicos e
histopatolédgicos (Loretti & Barros 2005, Fighera et al. 2010), além da identificacdo molecular do
agente (Soares et al. 2011). A necropsia os cies infectados apresentam lesdes tipicas de uma
desordem hemolitica (Fighera et al. 2010) com um quadro de ictericia generalizada,
esplenomegalia, hemorragias e linfadenomegalia (Loretti & Barros 2005). No exame
histopatolégico é possivel visualizar zoitos de R. vitalii no citoplasma das células endoteliais dos
capilares sanguineos, principalmente nos linfonodos, bago, figado, medula éssea, rim e pulmdes
(Franca et al. 2010, Fighera et al. 2010). Por fim, uma analise recente realizada através da técnica
SYBR® Green qPCR, com objetivo de detectar e quantificar R. vitalii no sangue de cdes, através do
fragmento do gene 18 sRNA foi realizada (Paim et al. 2015 - IN PRESS). Recentemente esta
piroplasmose foi diagnosticada em canideos selvagens no Brasil pelo método da PCR (Soares et al.
2014), e também através de achados macroscopicos e microscépicos (Quadros et al. 2015).

O objetivo deste trabalho consiste na caracterizacdo epidemioldgica, analise dos achados
macroscépicos, microscopicos e hematologicos, além da deteccdo molecular e sequenciamento

genético de casos de rangeliose canina diagnosticados no SPV-UFRGS.



MATERIAL E METODOS

Os arquivos de necropsias de caninos do SPV-UFRGS foram revisados do periodo de 2004
a 2015. Os caninos deste estudo foram provenientes do Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande Do Sul (HCV-UFRGS), e de clinicas particulares da regido
metropolitana de Porto Alegre. Dados referentes aos cdes (raca, idade, sexo, procedéncia e
histdrico clinico) foram compilados, agrupados e analisados. Para a avaliagdo histolégica, os
tecidos emblocados em parafina foram selecionados, recortados em micrétomo rotatério na
espessura de 3 pm e corados pela técnica de hematoxilina-eosina (H&E). Na andlise histolégica foi
realizada a quantificacdo de zoitos de R. vitalii no citoplasma de células endoteliais. A
quantifica¢do foi realizada através da contagem do agente em cada 6rgao, pela analise histologica
em aumento de 400X em contagem de 10 campos histoldgicos. Foram classificados em discreta
quantidade (+)quando havia de um até cinco vacuolos parasitéforos/10 campos, moderada (++)
quando apresentavam de cinco a dez vacuolos parasitéforos /10 campos, acentuada quantidade
(+++) na presenca de >10 vacuolos parasitéforos de R. vitalii/10 campos e auséncia de R. vitalii (-
)- Os tecidos emblocados em parafina foram selecionados e cortados em micrétomo na espessura
de 5um, para posterior técnica da PCR. Bem como, as amostras de sangue, de cdes suspeitos
atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias - UFRGS (HCV-UFRGS). Amostras refrigeradas de
sangue total foram também encaminhadas para técnica de extracdo de DNA e PCR. O DNA
gendmico de sangue total foi extraido através do QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), de acordo com
as instrucdes do fabricante. O DNA total foi eluido em 100uL com o tampao de eluicdo e estocado
sob refrigeracdo para futuras andlises. Também foram testadas amostras em parafina. O DNA foi
extraido através do Kit QIAamp FFPE DNA (Qiagen), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
reacdo da PCR foi realizada segundo Soares, (2011). O resultado do cromatograma foi analisado
usando o pacote de softwares Staden package version 1.7.0 (Staden et. al., 2003). As amostras
geradas dos produtos de PCR amplificados foram sequenciadas em sequenciador automatico. As
sequéncias obtidas foram submetidas a analise de BLAST (Altschul et al., 1990), para verificacao

de similaridade com sequéncias no GenBank, para confirmar a identidade do agente encontrado.
Avaliacdo hematoldgica e bioquimica

Os exames hematologicos dos animais diagnosticados através da necropsia ou pela técnica
molecular da PCR, foram reavaliados. O hemograma foi analisado no analisador automatico
ProCyte Dx (Idexx Laboratories, USA), onde foram obtidos os valores de eritrocitos, hemoglobina,
hematdcrito, RDW, porcentagem de reticuldcitos corrigida e contagem absoluta, contagem de
leucécitos totais e plaquetas. O hematodcrito foi confirmado através da técnica de micro-

hematdcrito. A contagem diferencial e a analise morfolégica dos eritrocitos, leucdcitos e plaquetas



foram realizadas em esfregacos sanguineos corados com Panoético Rapido. A PPT foi determinada
por refratometria. A albumina foi determinada em analisador automético (CM 200, grupo de
laboratério Wiener, Argentina) através de ensaio colorimétrico (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa,

MG, Brasil).

RESULTADOS

Dados gerais

Durante o periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2015 foram realizadas no SPV-
UFRGS, 5.613 necropsias em cdes domésticos. Dessas, 49 (0,87%) corresponderam ao diagnoéstico
de rangeliose. Além dos animais necropsiados, um total de 7 animais tiveram amostras de sangue
submetidas para diagnoéstico molecular no SPV-UFRGS. Totalizando assim 55 casos avaliados com
diagnostico de rangeliose. Esta soma deu-se pelo fato de que um dos animais submetidos ao PCR
ante-mortem morreu durante atendimento clinico e foi encaminhado para a necropsia. A idade foi
informada em 80% dos casos, variando de 2 meses a 12 anos, com idade média de 5,3 anos, sendo
na maioria cdes jovens com idade entre 2 meses a 4 anos. Dos 55 cdes, 60% eram machos e 42%
fémeas.

A raga dos caes foi informada em 98% dos casos. Os cdes sem raga definida (SRD) foram os
mais afetados (61%), seguidos pelas racas Poodle (9,3%), Pastor Alemao (7,4%), Rottweiler com
(5,5%) e Pitbull (3,7%). As demais ragas apresentaram um caso cada, sendo estas, Fila brasileiro,
Labrador, Lhasa Apso, Collie, Dachshund, Dalmata, Schnauzer, Border Collie e Spaniel bretao.

Os animais foram provenientes do Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS), de clinicas veterinarias particulares da regiao
metropolitana de Porto Alegre e da cidade de Caxias do Sul. Dos animais analisados, 86% eram
animais habitantes de zonas urbanas e 16,3% de zonas rurais e periurbanas. Ainda, dos

diagndsticos realizados 49% ocorreram no verao e 35% na primavera.

Sinais Clinicos

Os principais sinais clinicos observados foram apatia, hiporexia, anorexia, desidratacao,
epistaxe, hemorragias petequiais na pele e sangramento copioso das orelhas. Ainda na avaliagao
clinica externa dos animais, foi observado mucosas ictéricas ou palidas e com petéquias. Em 51%
dos cdes apresentaram hematoquezia e 24% apresentavam diarreia fétida, além disso a urina de
coloracdo alaranjada foi observada em 16% dos caes. A suspeita clinica foi mencionada em 71%
dos casos, no qual correspondiam a leptospirose, hemoparasitoses, intoxicacdes exdgenas,
cinomose, babesiose, hepatopatia, parvovirose, leishmaniose e apenas trés casos foram

informados como suspeitos de rangeliose.



Alteracées macroscopicas

A avaliagdo macroscépica observou-se que 31% dos casos apresentavam ectoparasitas
(carrapatos), dos quais ndo foram identificados morfologicamente. No que se refere ao estado
corporal dos animais, 40,8% apresentavam-se magros, 24,5% estado corporal normal, 18%
muitos magros, e 6,1% apresentavam excesso de peso. Em 14,3% dos casos havia coagulos nas
pinas devido ao sangramento das orelhas. A mucosa oral e conjuntival estavam ictéricas em 89%
dos casos (Figura 1-A). Em 10% havia ictericia discreta com hemorragias petequiais em mucosa
oral e em 34% dos caes apresentavam palidez mucosas, epistaxe acentuada e bilateral (2%),
edema em tecido subcutaneo (12,2%) e edema de membro pélvico (4%), além de areas focais
avermelhadas nas adrenais (2%). As principais alteracdes macroscopicas (Fig.1) encontram-se

dispostas na Tabela 1.

Achados microscopicos

A andlise histopatolégica revelou estruturas de formato redondo a ovalado, que quando
avaliadas sob objetiva de imersao (1000X), apresentavam citoplasma azul-claro e nucleo violaceo
e mediam aproximadamente 2,0-2,5 pm, compativeis com o piroplasma R. vitalii. As estruturas
foram observadas no citoplasma de células endoteliais de capilares sanguineos, principalmente no
coracdo (Figura 2-C), pulmao (Figura 2-D), rins, intestino delgado, seguido de linfonodos (Fig.2-E),
baco e pancreas. Os outros 6rgaos onde foi visualizado este piroplasma, bem como sua analise
quantitativa estdo sumarizadas na Tabela 2. As alteragdes histolégicas do baco, linfonodos e

figado foram dispostos na Tabela 3.

A andlise da medula 6ssea (Fig.2-F) foi realizada em 49% dos caes. A celularidade variou
entre 70% a 95% quando analisada todas as linhagens. Hiperplasia eritroide foi observada em
67% dos casos, 8,3% apresentavam hiperplasia de linhagem mieloide e 17% hiperplasia
megacariocitica. Em 42% a estimativa mieloide:eritroide estava aumentada. As plaquetas foram
mensuradas em objetiva de 100x, onde as varidveis foram de trés e a maxima de 15, com média de
5,4/100x. Em 17% houve maturagdo plaquetaria ordenada. Outros achados foram, hemossiderose
(21%), displasia de linhagem mieloide (17%), displasia de linhagem eritroide (13%), mielofitiase
(17%), necrose (17%), presenca de moderada quantidade de linfocitos (17%), neutréfilos
segmentados em acentuada quantidade (8,3%), presenca de megacarioblastos (8,3%) e blastos



Na avaliacdo histolégica a maioria dos animais apresentava uma inflamacdo ndo
supurativa, caracterizada pelo infiltrado de e predominantemente de plasmdcitos e linfocitos, nos
rins (88%), estdmago (86%), coragao (82%) (Fig.2-B), pulmoes (78%), pancreas (62%), intestino
delgado (59,2%), intestino grosso (51%), bexiga (37%), adrenais (33%) e pele (29%). Em alguns
6rgaos como rins (4%), adrenais (6%), intestino delgado (4%) e coracdo (6%) foi visualizado

infiltrado de macréfagos.

No coragdo, observou-se hemorragias no epicardio e miocardio (27%) e necrose de
cardiomiocitos (8,2%). Nos pulmdes de 61,4% dos casos havia edema alveolar, e em alguns casos

havia enfisema agudo (31%) e espessamento de septos alveolares (37%).

Alteracoes hematolégicas e bioquimicas

Dos 56 animais selecionados para o estudo, 17 foram avaliados hematolégicamente e
através da dosagem de albumina. As alteracdes hematoldgicas observadas incluiram anemia
macrocitica hipocromica (47%), normocitica normocrémica (29,4%), macrocitica normocrémica
(5,9%), normocitica hipocréomica (5,9%) e dois animais apresentaram valores de hematocrito no
limite inferior da referéncia para a espécie (12%). Dos diagnosticos de anemia, 41%
demonstraram ser regenerativas, 12% fracamente regenerativa e 6% nao regenerativa. Em todos
os casos houve trombocitopenia, que variou de 18.000 a 180.000 plaquetas/uL. Além disso, em

dois casos foi observado estruturas compativeis com piroplasmideos livres no sangue (Fig.2-A).
Analise molecular e Sequenciamento genético

Ao analisar as amostras de sangue verificou-se que 7 foram positivas no PCR para R. vitalii
(Figura 3), um deste animais teve o linfonodo testado na PCR apds 6bito. Tais amostras foram
submetidas ao sequenciamento para a confirmacdo do diagnéstico. Ap6s o sequenciamento, cada
amostra foi analisada no BLAST [_) e todas apresentaram uma homologia de 99%

com a sequéncia do gene 18S rRNA de Rangelia vitalii da Argentina depositada no Genbank

(KF218606.1) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O diagnostico de rangeliose baseou-se nos achados de necropsia, nas lesdes histolégicas,
achados hematolégicos, analise molecular da PCR e sequenciamento genético.
Neste estudo a maioria dos caes eram provenientes da zona urbana do Municipio de Porto

Alegre e Regido Metropolitana de Porto Alegre.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

A faixa etaria variou de 4 meses a 12 anos, e apesar do diagndstico ser relatado em todas
as idades, neste estudo verificamos que os caninos jovens, entre 4 meses e 5 anos foram os mais
afetados, corroborando com Fighera et al. (2010). Embora tenha sido observada uma maior
frequéncia em cdes machos, ndo ha relatos comprovando a predisposicdo de sexo (Franca et al.
2014). Quanto a raga, cies sem raca definida (SRD) foram os mais acometidos, seguido da raca
Poodle e Pastor Alemdo, da mesma forma nenhuma predisposi¢do racial foi comprovada na
rangeliose (Fighera et al. 2010). Porém, cdes sem raca definida foram os mais frequentemente
descritos, atribuimos este fato, pela maior frequéncia destes caes na rotina de laboratérios.

A principal época de ocorréncia da doenca foi nos meses de dezembro a mar¢o, meses
referente ao verdo. Outros trabalhos também relatam a doenca com ocorréncia nesta mesma
época do ano, e ainda sugerem que isto ocorre devido a maior quantidade de vetores no ambiente
(Loretti & Barros 2005, Fighera et al. 2010).

Referente aos sinais clinicos foi observada inicialmente apatia em 77% caes, seguido de
hiporexia, relatada em 57% e anorexia em 36% dos animais. Estes dados corroboram com Fighera
et al. (2010), no qual, observou na maioria dos cdes os mesmos sinais. O autor ainda afirma que
durante a fase aguda da doenga, os animais apresentam febre, mucosas palidas ou amarelas. A
hemorragia bilateral severa das pinas, que é observada em casos de rangeliose e considerado uma
caracteristica da doenga, porém foi apenas foi observado em 14,3% dos casos, corroborando com
o que Fighera et al. (2010) observaram em seu estudo, onde 14,3% dos cdes apresentaram esta
alteracdo. Havia ainda sinais gastroentéricos na maioria dos casos, com émese, diarreia fétida e
sanguinolenta. Estes sinais também foram encontrados por outros autores (Loretti & Barros 2005,
Fighera et al. 2010, Franca et al. 2010, Da Silva et al. 2011).

Em todos os casos houve trombocitopenia, a qual variou de 18.000 a 180.000. Soares
(2014) demonstrou em estudo experimental que todos os cides inoculados apresentaram reducio
abrupta da contagem de plaquetas 5 e 6 dias pos infecgdo, enquanto os infectados via carrapato
apresentaram plaquetopenias entre os dias 13 e 19 P.I. Além disso, os autores observaram que a
reducdo de plaquetas ocorreu muito préxima da detec¢do do agente pela PCR (3 a 4 dias nos
inoculados, e 10 a 14 dias nos infestados). Trombocitopenia também foi um achado apresentado
por Paim et al. (2012), em cdes experimentalmente infectados, Franca et al. (2010) em caes
naturalmente infectados, e Fighera et al. (2010). Ainda, os autores enfatizam a teoria ja proposta
por Carini (1948), na qual se refere a hipdtese de que a fase em que ha lesdo e infeccdo do
endotélio vascular refere-se a fase eritrocitaria, e que a trombocitopenia observada em caes
parasitados, é resultado do consumo de plaquetas nas lesées provocadas pelo protozoario ao sair
no citoplasma endotelial.

No estudo observamos que 80% dos cdes apresentavam anemia, onde na maioria se

caracterizava por um anemia macrocitica hipocrémica (47%; 8/17). Soares (2014) observou que



a maioria dos cdes em seu estudo apresentou anemia do tipo normocitico normocrémico, sem
alteragdes significativas do VCM e CHCM. O mesmo tipo de anemia ja foi apresentado por outros
autores (Franga et al. 2010, 2013). Através da contagem de reticuldcitos conclui-se que 41%
demonstraram ser regenerativas. Sabe-se que as anemias hemoliticas ocorrem como resultado do
aumento da destruicdo de eritrdcitos dentro do corpo. Esses eritrécitos podem ser lisados na
circulacdo (hemdlise intravascular) ou, pode ocorrer lise nas células fagociticas do sistema
fagocitico mononuclear (hemolise extravascular). Na rangeliose ocorrem principalmente anemias
hemoliticas, do tipo regenerativa, desde que haja tempo apropriado para resposta adequada da
medula 6ssea.

Durante a necropsia é possivel observar lesdes tipicas de disturbio hemolitico
extravascular (Fighera et al. 2010). Alteragdes macroscopicas como ictericia, hepatomegalia,
esplenomegalia, aumentos dos linfonodos foram encontradas no presente trabalho, como também
observados por outros autores (Fighera et al. 2010, Loretti & Barros 2005). A esplenomegalia foi
observada em todos os casos onde houve o compilamento dos dados, demonstrando ser um
importante achado para o diagnéstico da doenga (Loretti & Barros 2005, Fighera et al. 2010, Da
Silva et al. 2011, Franca et al. 2014). Hepatomegalia também foi um achado significativo durante
as necropsias, presente em 89% dos casos, achado que corrobora com outros estudos (Fighera el
al. 2010, Da Silva et al. 2011). Quanto a coloracdo, o figado apresentou-se em diferentes
tonalidades, sendo que 41% apresentavam-se difusamente alaranjados; mesmo achado descrito
por outros autores (Loretti & Barros 2005, Fighera et al. 2010, Franca et al. 2014). A vesicula
biliar em 32% estava com parede espessada e com a bile de consisténcia grumosa, e em 7% a
parede encontrava-se espessada com edema e dilatada pela grande quantidade de bile, o que
corrobora com o estudo de Fighera et al. (2010). A linfadenomegalia foi uma alteragao relevante e
que é um achado importante na caracterizacdo macroscopica da rangeliose, visto que diversos
trabalhos sobre a doenca descrevem o mesmo na necropsia (Fighera et al. 2010, Da Silva et al.
2011, Franga et al. 2014).

Fighera et al. (2010), avaliaram 35 cdes domésticos naturalmente infectados por R. vitalli,
e observaram hemorragia discreta a acentuada em todos os animais, observada constantemente
nas mucosas e/ ou pele, além de 6rgaos como, intestinos, estdbmago, bexiga, pancreas, pulmdes e
coracao, alteracdes e localizacdo de lesdo também observada neste estudo. Quanto as alteragoes
pulmonares, em 60% dos casos estudados por Fighera et al. (2010), havia alteragdes pulmonares,
sendo que o edema alveolar foi a alteracdo mais observada.

Na andlise histopatolégica foi possivel observar vactiolos parasitéforos contendo zooitos
de R. vitalii no citoplasma das células endoteliais dos capilares sanguineos de diversos 6rgdos. Na
analise da identificagdo do organismo, observamos que corag¢do, pulmao, rins, pancreas, intestino

delgado e baco foram os érgaos que mais apresentaram R. vitalii, sendo o coracdo o 6rgdo que



apresentou uma quantidade maior de parasitas por campo Autores citam que os principais 6rgaos
para se observar R. vitalii histologicamente sdo, linfonodos, bago, figado, medula 6ssea, rim,
tonsilas, estdmago, intestinos, coracdo, pulmdes e em menor frequéncia em pele, musculatura
esquelética, plexo coroide e na regido medular da glandula adrenal (Fighera et al. 2010, Franga et
al. 2014).

A alteracdo microscépica foi também neste estudo caracterizada por Fighera et al. 2010
pelo infiltrado inflamatério linfoplasmocitario de intensidade variavel, quase sempre discreta a
moderada. No estudo observamos no rim, estdbmago, cora¢do e pulmao um maior grau de
infiltrado inflamatoério.

Fighera et al. (2010) analisou o figado de 35 cies, desses, 33 apresentavam a inflamagao
com localizacdo aleatéria, e na sua maioria podia ser visualizada nos espagos-porta, circundando
os ductos biliares. O figado pode apresentar necrose de coagulacdo centrolobular ou paracentral,
acimulo de pigmento biliar principalmente no interior dos canaliculos, e eritropoiese
extramedular de intensidade variavel. A atrofia de hepatdcitos foi a lesdo mais observada, seguida
de congestdo difusa e degeneracdo gordurosa. Necrose paracentral foi observada em 12 animais e
eritrofagocitose em 11 caes, a qual pode ser explicada devido ao quadro anémico dos animais a
qual esta alteracdo esteve presente.

Os achados histolégicos no rim corroboraram com Fighera et al. (2010) e Franga et al.
(2014), onde inflamacdo linfoplasmocitdria intersticial confinada ao cértex, degeneracdo e
necrose e varidvel acimulo de pigmento acastanhado (hemossiderina) no citoplasma de células
tubulares foram observadas. As principais alteracdes encontradas nos linfonodos, foram
hiperplasia linfoide, podendo conter células gigantes multinucleadas e macréfagos que
preenchem os seios medulares e contém hemacias em seu citoplasma ou hemossiderina, assim
como os achados descritos por outros autores (Fighera et al. 2010, Da Silva et al. 2011).

No bago, o padrao de lesdo histoldgica se repete na maioria casos, onde ha hiperplasia de
polpa vermelha, pela celularidade aumentada, por marcada proliferacdo de plasmdcitos e seus
percursores. Hematopoiese extramedular, principalmente eritropoiese, megacariocitopoiese e
eritrofagocitose foi também um achado frequente como também relatado por outros autores
(Fighera etal. 2010, Da Silva et al. 2011).

Na medula 6ssea observava-se acentuada hiperplasia trilinhagem, principalmente
eritroide e megacariocitica, com queda da relacio mieloide/eritroide, vista na forma de
substituicdo do tecido adiposo por células hematopoiéticas com alta taxa mitdtica e aumento da
quantidade de megacariécitos e megacarioblastos (Loretti & Barros 2005, Fighera et al. 2010).

No pulmao, observamos edema variando de discreta a acentuada, enfisema, infiltrado
mononuclear, alteracdes estas também visualizadas por Fighera et al. (2010) e Franca et al.

(2014). Além disso, Fighera et al. (2010), descrevem que em alguns casos pode haver



espessamento de septo alveolar por células mononucleares, principalmente macréfagos, por
vezes realizando eritrofagia, achado que também observamos neste estudo.

A caracterizacdo molecular foi proposta em sete amostras sanguineas de caninos
domésticos clinicamente suspeitos para rangeliose, ou apresentando trombocitopenia severa,
além disso um dos cdes foi PCR positivo através de um fragmento de linfonodo. O estudo genético
molecular de R. vitalli foi recentemente proposto por Soares et al. (2011). Os autores realizaram o
estudo através de andlise molecular e sequenciamento genético, tendo a referéncia do fragmento
18S rRNA e da proteina de choque térmico 70 (hsp70), ampliados por reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). A andlise inferida resultou na descricdo de um novo gendtipo classificado no
género Babesia, e concluiu que R. vitalli, ¢ uma espécie valida de piroplasmose. A sequéncia de um
fragmento do gene R. vitalii 18S rRNA (GenBank n. HQ150006) obtido por Soares et al. (2011)
vem sendo usado como referéncia para a identificacdo molecular de R. vitalli no sangue de cies
domésticos e selvagens.

As amostras dos cdes deste estudo foram analisadas através da técnica da PCR. Os caes
analisados por esta técnica forma provenientes do HCV-UFRGS. Todas as amostras tiveram PCR
positivo com sequenciamento genético analisada no BLAST e todas apresentaram uma homologia
de 99% com a sequéncia do gene 18S rRNA de Rangelia vitalii da Argentina depositada no

Genbank (KF218606.1).

No diagnéstico diferencial de rangeliose devem ser incluidas doengas infecciosas e
parasitarias que cursam com anemia, ictericia, febre, esplenomegalia, linfadenomegalia e
hemorragias e que ocorre em cdes domésticos (Franga et al,, 2010). R. vitalii é frequentemente
confundida com Babesia spp. devido a sua semelhanca morfolégica, os sinais clinicos e resposta ao
tratamento. Ao analisar as fichas dos animais, percebeu-se que as principais enfermidades de
suspeita clinica eram babesiose, ehrlichiose, leishmaniose, leptospirose, enterite viral
(Parvovirose) e doengas que cursam com perda de sangue através do tubo digestivo, como
verminoses gastrintestinais e Ulceras gastricas. A anemia hemolitica imunomediada, associada a
diferentes etiologias e idiopatica, também deve ser incluida no diagndstico diferencial dessa

doenca.

O trabalho contribui na apresenta¢do de achados patolégicos e laboratoriais de Rangeliose
canina (Fighera et al. 2010). Além disso sugerimos que a rangeliose pode causar graves alteracdes
hepaticas em quadros de intensa anemia. Alteracdes como hiperplasia eritroide na medula éssea,
infiltrado inflamatério linfoplasmocitario em diferentes 6rgaos também foram os principais
achados observados. Também foi apresentada a distribuicdo e a quantificacdo do agente em

diferentes 6rgaos, nos quais o coracdo, pulmao e rins foram os mais afetados.
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Legendas das Figuras

Figura 1. A. Rangeliose em caninos. Cao. Mucosa oral acentuadamente ictérica. B. Regido
pélvica. Pele acentuadamente ictérica com areas multifocais avermelhadas (areas de
hemorragia). C. Cavidade abdominal. Observa-se acentuada esplenomegalia e hepatomegalia.
Intestino grosso, com conteddo escuro avermelhado no limen.

Figura 2. Rangeliose em caninos. Cao. Esfregaco de sangue periférico. Observa-se estruturas
livres compativeis com R. vitalii. Panético, 1000x. B. Cao. Coragao. Infiltrado linfoplasmocitario
multifocal. H&E, 100x. C. Coracdo. células endoteliais apresentam intimeros vacudolos
parasitoforos intracitoplasmaticos, de protozoarios semelhantes a Rangelia vitalii. H&E, 1000x. D.
Pulmao. Brénquio principal. Observa-se estruturas parasitaria de R. vitalii no interior de células
endoteliais. H&E, 400x. E. Linfonodo. Infiltrado de plasmdcitos, eritrofagocitose acentuada,
rarefacdo linfoide com apagamento da camada cortical e no interior das células endoteliais,
observa-se estruturas parasitarias de R. vitalii. H&E, 400x. F. Medula dssea. As células
endoteliais apresentam inimeros estruturas intracitoplasmaticos, de protozoarios semelhantes a
Rangelia vitalii. H&E, 1000x.

Figura 3. Rangeliose em canideos. Analise da PCR. Amostras positivas para R. vitalii através do
PCR 18S RNA ribossomal com produto de 500bp. 1. marcador de massa molecular. 2 ao 9.
amostras. 10 controle negativo.



Tabela 1. Principais altera¢ées macroscopicas observadas nas cavidades abdominal e

toracica em 49 caes domésticos naturalmente infectados por Rangelia vitalii

diagnosticados no SPV-UFRGS

Orgio Lesdo macroscopica Percentual (%)*
Cavidade
abdominal
Baco
Esplenomegalia 100%
Figado
Hepatomegalia 90%
Alteracdo na coloracdo 90%
Padrdo lobular evidente 47%
Vesicula biliar
Parede espessada e contetido grumoso 29%
Linfonodos
Linfadenomegalia 83%
Intestino delgado
Hemorragia na mucosa 59,1%
Melena 51%
Intestino grosso
Hematoquezia 61%
Hemorragia na mucosa, 35%
Estomago
Hemorragia na mucosa 59%
Rins
Hemorragia 22,3%
Bexiga
Petéquias na mucosa 10,2%
Urina de coloracdo alaranjada 4,1%
Pancreas Hemorragia 8,2%
Cavidade
toracica
Pulmao
Edema 63%
Coloracao difusamente avermelhado 59%
Areas avermelhadas multifocais 10,2%
Coracao
32%

Hemorragia




Tabela 2. Quantificacao de Rangelia vitalii em diferentes 6rgaos de cies naturalmente
infectados que foram necropsiados no SPV-UFRGS.

N N N N
Orgio (+) (++) (+++) ) Total/Avaliados
Coracao 8 9 30 - 47
Pulmio 26 6 9 7 41
Rins 25 8 8 - 41
Intestino delgado 13 10 14 - 37
Linfonodo 14 14 7 - 35
Bacgo 33 1 1 5 35
Pancreas 9 8 18 - 35
Intestino grosso 15 8 5 - 28
Cérebro 23 4 1 - 28
Figado 20 1 0 7 21
Estdmago 2 10 10 - 22
Medula éssea 3 5 2 15 25
Adrenal 12 6 6 - 24
Bexiga 14 3 4 - 21
Tireoide 3 6 11 - 20
Cerebelo 16 2 1 - 19
Pele 7 2 5 - 14
Tonsila 4 2 2 - 8
Testiculo 6 1 0 - 7
Glandula salivar 3 1 3 - 7
Musculo 4 1 2 - 7
esquelético

Prostata 5 1 0 - 6
Paratireoide 2 1 3 - 6
Timo 1 1 2 - 4
Nervo celiaco 1 - 3 - 4
Medula espinhal 2 1 0 - 3
Olho 1 - 1 - 2

(+) quantidade discreta. (++) quantidade moderada. (+++) acentuada quantidade. (-) R. vitalii ndo visualizadas.*N=49 casos. TOTAL:

correspondente ao nimero de animais positivos e de 6rgados analisados.



3 Tabela 3. Principais alteracbes microscopicas no baco, linfonodo e figado em
49 caninos naturalmente infectados com Rangelia vitalii diagnosticados no

SPV-UFRGS.
Orgio Lesdo microscopica Percentual (%)
Baco

Hematopoiese extramedular 63,3%

Eritrofagocitose 57%

Hiperplasia linfoide 55%

Necrose centrofolicular 49%

Rarefacdo linfoide 45%

Hemossiderose 37%

Infiltrado de plasmocitos 6%

Linfonodos

Rarefacdo linfoide 71%

Eritrofagocitose 65%

Infiltrado de plasmocitos 47%

Hiperplasia linfoide 8,2%

Necrose centrofolicular 8,2%

Figado

Atrofia de cordao de hepatdcitos 53%

Degeneracdo gordurosa 27%

Necrose centrolobular 22%

Eritrofagocitose 25%

Hemossiderose 22%

Colestase 20%

Hematopoiese extramedular 18%

*0 percentual (%) foi calculado baseado na totalidade do casos (N=49).
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Neste item é apresentado o artigo intitulado “Natural Infection of Wild Canids (Cerdocyon
thous and Lycalopex gymnocercus) with the Intraendothelial Piroplasm Rangelia vitalii in
Southern Brazil”, Artigo publicado pela Journal and Wildlife Diseases, 51(4), 2015.
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ABSTRACT:  Rangelia vitalii is a piroplasm that
infects canines, causing lesions typical of
a hemolytic disorder. Two wild canids, a crab-
eating fox (Cerdocyon thous) and a Pampas fox
(Lycalopex gymnocercus), were presented for
necropsy in Setor de Patologia Veterindria at
the Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, Brazil. On gross examination,
both animals had pale mucosae and moderate
tick infestation (Amhl_f/mnma aureolatum).
There was severe splenomegaly, and the liver
had a diffusely orange-reddish lobular pattern.
The mesenteric lymph nodes were brownish
and slightly enlarged. Structures compatible
with R. vitalii were observed in the cytoplasm
of endothelial cells in the liver, stomach, heart,
kidney, lungs, lymph nodes, and bladder. The
agent was characterized by PCR and genetic
sequencing of liver samples and ticks. We show
that parasitism with R vitalii follows an
epidemiologic cycle in which wild canids act
4S Teservoirs.
Key words:
liosis, ticks.

Canine, histology, PCR, range-

Rangeliosis is a disease of canids caused
by Rangelia vitalii, which has been mo-
lecularly classified as a new species of
piroplasm found mainly in southern Brazil
(Soares et al. 2011). This parasite repro-
duces in blood and can be seen free in
plasma or inside leukocytes or erythro-
cytes (Lorett and Barros 2003; Franca
et al. 2010; Da Silva et al. 2011). Clinical
manifestations depend on whether the
disease is in the acute, subclinical, or
chronic stage and can include anemia,
jaundice, fever, splenomegaly, generalized
lymph node enlargement, hemorrhage of
the gastrointestinal tract, and persistent
bleeding through the tips of the pinnae
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and external surfaces of the ears, nose, and
oral cavity (Loretti and Barros 2005;
Fighera et al. 2010; Franca et al. 2010;
Da Silva et al. 2011). Necropsy of affected
domestic dogs (Canis lupus familiaris)
reveals typical lesions of hemolytic disor-
der (Fighera et al. 2010), and paleness
(anemia), generalized jaundice, spleno-
megaly, and lymphadenopathy (Loretti
and Barros 2005).

Histopathologic analysis reveals R. vital-
lii zooites in endothelial cells of blood
capillaries, mainly in lymph nodes, spleen,
liver, bone marrow, kidneys, and lungs
(Fighera et al. 2010; Franga et al. 2010).
Extramedullary hematopoiesis also occurs,
especially erythropoiesis and megakaryo-
cytopoiesis in the spleen and liver. The
parasite causes liver necrosis by coagula-
tion in the centrilobular region, promoted
by anemia and accumulation of biliary
pigment.

We describe macroscopic and micro-
scopic findings for two cases of infection
by R. wvitallii, one in a crab-eating fox
(Cerdocyon thous) and one in a Pampas
fox (Lycalopex gymnocercus) in southern
Brazil. The piroplasms were detected by
molecular diagnosis with the use of PCR
and confirmed by DNA sequencing.

Two free-living wild canids, a crab-
eating fox and a Pampas fox, were sent
to Setor de Patologia Veterindria from
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul for postmortem examination. During
necropsy, tissue and organ samples were
collected, fixed in 10% buffered formalin,



routinely processed for histologic analysis,
and stained with H&E. Ectoparasites on
the animals were collected, stored in 70%
ethanol, and taxonomically characterized.

Rangelia vitalii was detected by using
PCR of liver samples and ticks. Genomic
DNA was extracted from liver, spleen, and
lymph node with the use of a QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). We
recovered DNA in 100 pL of elution buffer
and stored it under refrigeration for further
analyses. We performed PCR for the 18S
rRNA gene with the use of a forward primer,
BAB143-167 (primer F: 5'-CCGT
GCTAATTGTAGGGCTAATACA-3'), and
a reverse primer, BAB649-667 (primer R:
5'-GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCA
AAG-3'), generating a 500-base pair (bp)
amplicon, according to Soares et al. (2011).
The reaction solution contained 20 pmol
of each primer, 1.5 mM MgCl,, 200 pM
dNTPs, 1X Platinum Taqg buffer, 1 U
Platinum Tag DNA Polymerase, 1 pL of
genomic DNA, and water to achieve a final
volume of 25 pL.. The PCR was performed
with an ABI Veriti automated DNA
thermal cycler (Applied Biosystems, Carls-
bad, California, USA) using the f()ll()wing
parameters: 95 C for 5 min followed by 35
cycles at 95 C for 30 s, 539 C for 30 s, 72 C
for 30 s, and 72 C for 10 min.

The PCR products were purified with
the use of a PCR Purification Kit (Invitro-
gen, Carlsbad, California, USA) and quan-
tified with the use of a Qubit fluorescence
quantification system according to the
manufacturer’s instructions. The PCR
products were sequenced with the use of
a BigDye Terminator Kit with an ABI
PRISM 3130. Each sample was sequenced
independently with both forward and
reverse primers until a Phred quality score
of =20 was obtained for each individual
base in the consensus sequence (Ewing
and Green 1998; Ewing et al. 1998). The
resulting chromatograms were analyzed
using Staden version 1.7.0 (Staden et al.
2003).

Immunohistochemistry was conducted
to assess samples of brain, digital pads,
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and lung of the crab-eating fox to identify
canine distemper virus (CDV) using the
streptavidin-biotin phosphatase method
(LSAB™ kit and AP system, DakoCyto-
mation, Inc. North America, Carpinteria,
California, USA). Antigen recovery was
conducted with the use of citrate buffer,
pH 6.0, at 125 C for 5 min. Permanent red
was used as the chromogen (DakoCyto-
motion), and samples were counterstained
with Harris hematoxylin. All analyses
included positive and negative controls
with stomach samples from domestic dogs
infected with CDV.

The crab-eating fox was a young, free-
living female rescued by a veterinarian
from the northern coastline in the city of
Imbé (29°58'31"S, 50°07'41"W), Rio
Grande do Sul. The animal presented
paralysis and mild myoclonus of the pelvic
and thoracic limbs and fed spontaneously.
No changes in the hemogram were
observed. However, within 2 d, the animal
presented apathy, and lateral decubitus
positioning, and required force feeding,
The Pampas fox, a free-living cub, was
sent for necropsy after death. The animal
had been attacked by a domestic dog on
a farm in Porto Alegre (30°01'59"S,
51°13'48"W), Rio Grande do Sul. The
dog’s owner suspected that the animal was
sick because it offered little resistance to
the attack by the dog.

The crab-eating fox exhibited cachexia
and intense dehydration. Five attached
ticks were identified as Amblyomma aur-
eolatum. The conjunctive and oral mucosae
were distinctly pale. The auricular pavilions
had discrete bilateral bleeding on the apex
and helix. Subcutaneous tissue of the
abdominal region and on both sides of the
thorax exhibited petechiae. The spleen was
enlarged with discrete whitish spots on the
pulp (considered to be white pulp hyper-
plasia). The liver had a diffusely orange-
reddish lobular pattern. The mesenteric
lymph nodes were brownish and slightly
enlarged. The lungs were not collapsed, but
were heavy and edamatous.



Ficure 1.

The Pampas fox was in good body
condition. The dorsal cervical region and
the auricular pavilion presented 12 A.
aureolatum ticks. The mucosae were
moderately pale. The spleen was signifi-
cantly enlarged with a fleshy aspect. The
edges of the liver were round and the
organ was mildly and diffusely yellowish.
When sectioned, the liver was friable, with
the same color as observed on its surface.
A focal perforation was observed on the
stomach wall; there were bilateral multi-
focal perforations on the skin, intercostal
thoracic muscles, and parietal pleura. The
lungs were smaller than normal (atelecta-
sis) and the brain was diffusely congested.

In both canids, numerous round-to-oval
structures, approximately 2 pm in diame-
ter, were observed in the cytoplasm of
endothelial cells of liver, stomach (Fig. 1A),
heart (Fig. 1B), kidney (Fig. 1C), lung
(Fig. 1D), lymph nodes, and bladder.

Rangelia vitalii infection in a Pampas fox (Lycalopex gymnocercus). Numerous round to oval
structures with light blue eytoplasm and purplish nuclei, approximately 2 pm in diameter and compatible with
R. vitalii zoites were observed in the stomach (A), heart (B), kidney (C), and lung (D) endothelium (arrows).
H&E stain. 100X,

These structures exhibited light blue cyto-
plasm and a purplish nucleus, compatible
with R. witalii zooites. In the crab-cating
fox, the lymph nodes and spleen showed
discrete hyperplasia of the germinative
centers and hemosiderosis. The brain had
lesions that were compatible with canine
distemper, and the cerebellum presented
a few eosinophilic intracellular inclusion
corpuscles in astrocytes and gemistocytic
astrocytes.

The spleen of the Pampas fox showed
moderate follicle hyperplasia and extra-
medullary hematopoiesis. The liver pre-
sented discrete fat degeneration and
cholestasis.

Immunohistochemistry of digital pads,
lungs, brain, and cerebellum of the crab-
eating fox was positive for CDV.

Both canids were PCR positive for the
18S rRNA of R. wvitalii. The 500-bp PCR
products were 99% identical to the se-



quence of the 18 rRNA gene of R. vitalii
from GenBank (accession KF218606.1).
Nucleotides and gaps that differed from
the reference sequence may have been due
to sequencing errors.

We based the diagnosis of rangeliosis on
macroscopic and microscopic findings,
morphology of the piroplasm in the vascular
endothelium, PCR, and sequencing. In the
last 10 yr, several investigators have re-
ported R. vitalii as a re-emerging agent of
severe canine piroplasmosis, especially in
domestic dogs in rural and periurban areas
of southern Brazil (Loretti and Barros 2005;
Fighera 2007; Francga et al. 2010; Soares
et al. 2014).

Quadros et al. (2015) described the first
case of parasitism by R. vitalii in a female
Pampas fox in Santa Catarina, southern
Brazil. The fox showed physical debilita-
tion, motor incoordination, dehydration,
pale mucous, apathy, and hypothermia.
These clinical signs are similar with those
reported for clinical rangeliosis in domes-
tic dogs (Fighera et al. 2010).

In our cases, the Pampas fox was
retrieved dead; there was no clinical
record. The only information available
was that it was a cub found on a farm
and it was apathetic and offered little or no
resistance to attack by domestic dogs. This
suggests the invasion by wild species of
environments frequented by humans, pro-
moting interactions of wild and domestic
species. The crab-eating fox was found
debilitated. Clinical examination showed
myoclonic rear limbs and paresthesia of
front limbs, although no clinical sign
associated with extravascular hemolytic
disease was noted.

Necropsy revealed generalized jaundice,
and histopathologic examination showed
R. vitalii in the kidney (Quadros et al.
2015). We found structures compatible
with R. wvitalii zooites in the endothelium
of liver, stomach, heart, kidney, lungs,
lymph nodes, and bladder. Our results are
in agreement with those of Loretti and
Barros (2005), Fighera (2007), and Fighera
et al. (2010), demonstrating that infection
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by R wvitalii represents a hemolytic dis-
order. We also showed the clinical and
pathologic importance of this parasite in
wild canids.

Our cases support the hypothesis that
this agent is pathogenic in wild canids,
because in both there were lesions on
pathologic examination, as was shown by
Quadros et al. (2015). With the use of
PCR, Soares et al. (2014) diagnosed R.
vitalii infection in six wild crab-eating
foxes, five from Rio Grande do Sul and
one from the state of Sio Paulo. All were
free-living wild animals and all the PCR-
positive foxes were infested with adult A.
aureolatum ticks, but none presented
significant clinical signs of rangeliosis.
Our observations from this study were
similar in that the deaths of both canids
were not directly linked to the parasitic
infection, although R. wvitalii may have
worsened debilitation and weight loss in
these animals.

Our results corroborate the findings of
Soares et al. (2014) that A. aureolatum is
the most commonly reported species to
parasitize wild canids in southern Brazil,
and that infection by R. vitalii in C. thous
is naturally associated with the epidemiol-
ogy of this protozoan species, which its
predominant in South America (Labruna
et al. 2005). Our work also supports the
hypothesis that R. vitalii infection follows
an epidemiologic cycle in wild canids.

Further studies should address these
species in more detail in Brazil and
include in situ blood tests to assess the
prevalence of infection of wild canids by
R. vitalii and its clinical consequences.
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CONSIDERACOES FINAIS

As lesbes macroscopicas e microscopicas associadas aos achados hematoldgicos e
moleculares nos permitiram concluir o diagnéstico de rangeliose nos 55 caninos.

A necropsia alteracBes como esplenomegalia, hepatomegalia, ictericia e
linfadenomegalia, mostraram serem lesdes caracteristicas da doenca. A avaliacdo histoldgica se
mostrou um método confidvel no diagndstico, demonstrando o piroplasma no interior do
citoplasma de células endoteliais, alteracdo esta ndo observada quando se trata de outros
hemoparasitos.

A analise filogenética das sequéncias obtidas das regides do gene 18 rRNA permitiu
concluir que todas as amostras apresentaram 99% de homologia com a sequéncia do gene 18S
rRNA de Rangelia vitalii da Argentina depositada no Genbank (KF218606.1)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Quanto ao diagndstico desta piroplasmose em canideos selvagens corroboramos com 0s
outros autores que A. areolatum é a espécie mais comumente relatada parasitando canideos
selvagens no sul do Brasil. Acreditamos que estes canideos podem apresentar lesdes que
possam causar morte, bem como nos cées domésticos, e que o diagnostico através dos achados
microscopicos podem ser uma forma confidvel de diagnosticar esta infeccdo. Na qual neste
estudo foi confirmado através da PCR e sequenciamento genético.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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