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Apoptose na infec¢édo experimental de cdes domésticos com Ehrlichia canis

Apoptosis in experimental infection with Ehrlichia canis in domestic dogs
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RESUMO

A Erliquiose canina é uma zoonose causada pela
Ehrlichia canis, bactéria Gram negativa de distribui¢do
mundial. Alguns cdes com erliquiose se tornam portadores
assintomdticos enquanto outros desenvolvem uma doenga
aguda com morte rdpida. A apoptose pode ser importante na
eliminagdo de patégenos intracelulares, podendo, nas infec¢oes
por Ehrlichia sp. e Anaplasma sp., ocorrer modulagio da
apoptose celular para prolongar a sobrevivéncia desses
organismos. Para avaliagdo do papel da apoptose na erliquiose
canina, sete cdes foram distribuidos em dois grupos. No Grupo
inoculado, realizou-se a infec¢do por via intravenosa com
sangue infectado com E. canis (isolado Jaboticabal), sendo
realizada a inoculagdo com PBS estéril nos animais
pertencentes ao Grupo Controle. Semanalmente e até 35 dias
pos-inoculagdo, amostras de sangue foram coletadas e
submetidas a n-PCR e reagdo de imunofluorescéncia (RIFI)
para confirmagdo da infec¢do. No 36° dia pés-inoculagao, os
animais foram eutanasiados, sendo as amostras de bago,
linfonodo, rim e figado coletadas e processadas para as técnicas
de TUNEL e imunohistoquimica (Bcl-2, Bax). Verificou-se pela
n-PCR que os animais inoculados se tornaram positivos para
E. canis a partir da segunda semana. Pela RIFI, verificou-se
animais com sorologia positiva a partir da terceira semana
pos-inoculagdo. No grupo controle, todos os testes realizados
foram negativos para E. canis. Apesar da reagdo de TUNEL
mostrar maior incidéncia de apoptose no Grupo Inoculado,
sendo o bago e os linfonodos os o6rgdos que apresentaram
maior marcagdo, os resultados da imunohistoquimica para
Bcl-2 e Bax indicam que a via intrinseca de apoptose ndo é
importante nos orgdos analisados.

Palavras-chave: apoptose, Ehrlichia canis, n-PCR, RIFI,
TUNEL, Bcl-2, Bax.

ABSTRACT

Some dogs infected with Ehrlichia canis become
asymptomatic while others develop an acute illness followed by
quick death. Apoptosis may be an important mechanism for
elimination of intracellular pathogens. Also, Ehrlichia sp. and
Anaplasma sp. can modulate apoptosis to extend their survival.
To evaluate the role of apoptosis in canine ehrlichiosis, 7 dogs
were assigned into 2 groups, one with 4 animals inoculated
intravenously with blood infected with Ehrlichia canis
(Jaboticabal isolate) and a control with 3 dogs, inoculated with
sterile PBS. Blood samples were collected weekly and 35 days
post-inoculation to confirm the infection by nPCR and
immunofluorescence. Thirty-six days after inoculation the animals
were euthanized and samples from spleen, lymph nodes, kidney
and liver were collected to carry out the TUNEL technique and
immunohistochemistry (Bcl-2, Bax). Inoculated animals became
positive for E. canis by nPCR already in the second week and by
immunofluorescence in the third week after inoculation. The
control group showed negative for E. canis in all tests. The
TUNEL reaction showed a higher incidence of apoptosis in the
inoculated group, with stronger labeling in the spleen and lymph
nodes. The results of immunohistochemistry for Bcl-2 and Bax
suggest that the intrinsic pathway of apoptosis is not important
in the analyzed organs.

Key words: apoptosis, Ehrlichia canis, n-PCR, IFA, TUNEL,
Bcel-2, Bax.
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INTRODUCAO

A trombocitopenia tropical canina é causada
por Ehrlichia canis, bactéria Gram negativa,
intracitoplasmatica obrigatoria (MANNA et al., 2004;
YU XUE-JIE etal., 2007) da ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001), sendo
encontrada no citoplasma dos mononucleares dos caes
infectados, com transmissdo pela picada do carrapato
Rhipicephalus sanguineus infectado (LABRUNA &
PEREIRA,2001; MELOetal.,2011).

Essa bactéria apresenta genoma
mundialmente bem conservado, visto o gene 16S IRNA
ser 99,9 a 100% idéntico nos diferentes isolados das
Américas do Sul e do Norte e da Asia (SIARKOU et al.,
2007). AGUIAR etal. (2007), comparando o genotipo
de uma cepa isolada no ano de 1993 na cidade de
Jaboticabal, estado de Sdo Paulo, Brasil, com a
sequéncia Norte-Americana/Oklahoma disponivel no
GeneBank sob o registro M73221.1, (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M73221.1) considerada
padrdao mundial para o diagnostico sorolégico,
encontraram 100% de similaridade entre elas.

A resposta imunolégica ndo se encontra
ainda bem caracterizada em cies infectados pela E.
canis (HESS et al., 2006). Ciaes infectados e
assintomaticos provavelmente ocorrem devido a
tolerdncia ou a inadequada defesa imunoldgica
(RIKIHISA, 2006). Por outro lado, a apoptose tem
importante papel na regulago da resposta imunologica
e na eliminacdo e infecgdo de patdgenos intracelulares
(GRASSME etal., 2001). A célula infectada pode sofrer
apoptose na presenca de varios agentes, embora alguns
patdgenos sejam capazes de inibi- la (DELEO, 2004).
Estudos recentes tém demonstrado que os géneros
Ehrlichia e Anaplasma possuem sofisticados
mecanismos de evasdo do sistema imune inato. Na
infec¢do por Anaplasma phagocytophilum, verifica-
se inibi¢do da apoptose espontdnea de neutrofilos
humanos através do bloqueio de Fas (CD95/Apo-1)
(BORJESSON etal., 2005). Em comparagao, na infec¢ao
por Ehrlichia chaffeensis, observa-se a capacidade
de modulagdo da acdo de inibidores da NF-xB e da
apoptose (ZHANG et al., 2004), inibindo a apoptose
nas celulas infectadas (RIKIHISA, 2006).

O presente trabalho avaliou e quantificou a
apoptose nas células do bago, linfonodos, figado e rim
de cdes inoculados experimentalmente com E. canis,
utilizando a reagdo de TUNEL para a sua detecg@o.
Além disso, utilizou-se da imunohistoquimica para as
moléculas Bax e Bcl-2, pré e anti-apoptoticas,
respectivamente, para se verificar o envolvimento da
via intrinseca .

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se a amostra de E. canis isolado
Jaboticabal, obtida no ano de 1993 e mantida na forma
de sangue congelado na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), em Jaboticabal, estado de
Sao Paulo (MACHADO, R.Z., dados ndo publicados).

Animais experimentais

Sete cdes sem raga definida (SRD),
provenientes e mantidos no Canil de Experimentacéo da
UNESP, Campus Jaboticabal, clinicamente saudaveis e
livres de carrapatos, com idades entre seis a oito meses,
foram aleatoriamente alocados em dois grupos: um de
quatro (G I - Inoculado) e outro de trés animais (G II -
Controle). Cada cdo no G foi inoculado via endovenosa
com 3ml de sangue infectado (cepa Jaboticabal), e em
cada animal do G II foi injetado via intravenosa com 3ml
de PBS estéril. Todos os animais foram acompanhados
por 35 dias apos a aplicagao, mantidos em isolamento
sob condi¢des controladas de temperatura ambiente,
sendo alimentados com ra¢ao comercial duas vezes ao
dia e recebendo agua ad libitum.

Do nascimento até o inicio do experimento,
todos os animais foram mensalmente submetidos a
coleta de fezes para o diagnoéstico e tratamento de
parasitas intestinais. Uma semana antes da inoculagéo
experimental, os animais foram submetidos a coletas
de sangue para testes soroldgicos (Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta - RIFI), para confirmagao
de auséncia de infecgdo ou contato prévio com Babesia
canis, Leishmania spp. e E. canis. Os animais e o canil
receberam aplicacdo de carrapaticida mensal e
quinzenalmente, respectivamente.

Colegao de amostras sanguineas

Amostras do sangue venoso foram
coletadas de todos os cées em tubos com e sem EDTA
(Becton Dickinson, Meylan, Frang¢a), mediante
venopungdo cefalica ou jugular no dia 0 (antes da
inoculagdo) e a cada sete dias, até os 35 dias pos
inoculagdo. Essas amostras foram utilizadas para a
deteccdo de inclusdes em células mononucleares do
sangue periférico (peripheral blood mononuclear cell,
PBMC) pela coloracdo de Rosenfeld e para a extragao
de DNA a ser submetido a n-PCR para diagndstico de
E. canis. Os soros obtidos foram utilizados para
realizagdio da RIFI para diagndstico de E. canis.

Amostras de tecidos

Trinta e seis dias apds a inoculagdo, os
animais de ambos os grupos foram eutanasiados por
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super-dosagem de tiopental so6dico 7,5% (75mg kg™),
sendo coletadas e processadas amostras de bago,
figado, rim e linfonodos para a reagdo de TUNEL
(Terminal deoxinucleotidil transferase Uracil Nick
End Labeling) e de imunohistoquimica para a detecgao
da presenca de Bax e Bcl-2. As imagens obtidas da
técnica de TUNEL foram submetidas a morfometria para
quantifica¢do do indice apoptotico em analisador de
imagens (Image Pro-Plus versdo 4.5.0.29 para
Windows®, Media Cybernetics Inc, EUA).

Avaliagdes de apoptose

Determinagdo do indice apoptotico em amostragem
A quantificagdo da apoptose foi feita em amostras de
baco, figado, rim e linfonodos de animais dos grupos
I e I, submetidas a reacdo de TUNEL, sendo o indice
apoptotico obtido pela formula:

indice apoptético (IA)= (  n° de células TUNEL
positivo/ X n® de células totais) x 100

Marcacao in situ para deteccdo de apoptose pela reagdo
de TUNEL

Utilizou-se kit comercial para a deteccao da
fragmentacdo do genoma (7d7-FragEL™ DNA
Fragmentation Detection Kit, Calbiochem®, EUA).
Laminas carregadas positivamente (CMS-2, Amitel®,
Brasil), contendo as sec¢des das amostras dos 6rgéos
coletados foram processadas de acordo com as
instrugdes do fabricante. Quantificou-se o numero de
células mononucleares positivas a reagdo de TUNEL no
numero minimo de campos achados para cada amostra,
como descrito por MORO et al. (2003), sendo o resultado
expresso em porcentagem (IA) para cada 6rgao.

Reagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-Bax
Para a reagdo com o anticorpo anti-Bax,
seguiu-se o protocolo utilizado por RODRIGUES et al.
(2011). As laminas foram incubadas em xilol, seguidas
de lavagem em série decrescente de etanol (100%, 90%,
80% e 70%) e PBS 1x. Para a recuperagio antigénica,
utilizou-se acido citrico 10mM pH 6.0 em banho timido
por 20 minutos a 95°C. Para o bloqueio da peroxidase
enddgena, foi utilizado Peroxidase block (Peroxidase
Detection System, Novocastra™, Inglaterra) por 15
minutos, em temperatura ambiente, sendo as laminas
enxaguadas em PBS e a seguir incubadas com anticorpo
primario anti-Bax (Polyclonal Rabbit Anti-Human Bax,
Dako®, Dinamarca) na dilui¢do de 1:1.000, durante toda
anoite em temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas
com PBS e incubadas com o anticorpo secundario
biotinilado (Peroxidase Detection System,
Novocastra™, Inglaterra) por uma hora em temperatura
ambiente. Posteriormente, as laminas foram enxaguadas

com PBS, seguida da aplicacdo de Streptoavidina-HRP
(Peroxidase Detection System, Novocastra™,
Inglaterra) em camara imida por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Para a revelagdo, utilizou-se DAB
Chromogen na diluigo de 1:20 por 5 minutos. Como
contra-coloracdo, foi utilizada hematoxilina de Mayer’s
por 15 segundos.

Reagdo imunohistoquimica com o anticorpo anti-Bcl-2

Empregou-se o mesmo protocolo, utilizando-
se como anticorpo primario anti-Bcl-2 (Monoclonal
mouse anti-human BCI2 Oncoprotein clone 124,
Dako®, Dinamarca) na dilui¢do de 1:200. Além disso, a
solugdo de recuperagao antigénica foi trocada por Tris
EDTApH 8,0 (Tris HCL 0,152g, Tris Base 1,094g, EDTA
3,36g em 1000ml de agua destilada), conforme
recomendado pelo fabricante.

Nested-PCR

Amostras do sangue venoso foram
congeladas em aliquotas de 300 LLl em microtubos apds
acolheita e mantidos a -20°C até seu uso. Para a extragdo
do DNA gendmico, foi usado o Q/4amp™ DNA blood
Mini Kit (QIAGEN™, EUA), de acordo com as
instru¢des do fabricante. O DNA extraido foi
identificado e armazenado a -20°C até seu uso.

A sequéncia de oligonucleotidios iniciadores
ECC5’-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC 3’ ereverso
ECB 5’-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’ foram
usados para amplificar parte do gene 16S de Ehrlichia.
Posteriormente, o produto foi submetido ao iniciador
ECANS 5’-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-
3’ e a sequéncia reversa HE3 5°’-
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’
especificos para E. canis, conforme desenvolvido por
MURPHY etal. (1998) ¢ padronizado por NAKAGHI et
al. (2008) e DAGNONE etal. (2009).

Analise estatistica dos resultados obtidos

Os resultados da RIFI e da n-PCR foram
submetidos a testes de correlagdo de Pearson (Instat,
Versdo 5, GraphPad, EUA) e ao teste de Tukey para
comparacdo de médias e regressdes para P até 10%
com R?ajustado (SAS/STAT, SAS, EUA). Além disso,
foi realizada analise de contingéncia e teste de qui-
quadrado. Os resultados obtidos na reacdo de TUNEL
foram avaliados quanto a distribui¢@o Gaussiana pelo
teste de Shapiro-Wilk. Quando apresentavam
distribui¢do normal, utilizou-se teste t ndo pareado,
sendo os resultados apresentados como média + erro
padrdo. Quando os resultados ndo se enquadravam na
curva de Gauss, foi aplicado o teste Mann Whitney (ndo
paramétrico) e apresentados como mediana e amplitude.
Valores de P<0,005 foram considerados significativos.
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RESULTADOS

Os animais infectados mostraram
positividade para E. canis por n-PCR a partir da segunda
semana pos inoculagdo (PI) e por imunofluorescéncia
a partir da terceira semana, sendo o PBMC negativo
para todas as leituras. O grupo controle apresentou
negatividade em todos os testes realizados. A n-PCR
mostrou ser mais precoce na detec¢do dos animais
infectados com E. canis do que com as demais técnicas
empregadas neste estudo.

Técnica de TUNEL e imunohistoquimica para a
detecg@o de moléculas Bcl-2 e Bax

Houve marcagdo para a fragmentagdo
genOmica in situ nos tecidos estudados nos dois
grupos, reconhecida pela presenca de grumos pardo
amarronzados intranucleares. A marcag¢ao por TUNEL
foi sempre maior nos tecidos dos animais inoculados

do que nos controles (Figura 1). Nao foi observada
marcagao histoquimica no rim em nenhum dos animais
dos grupos testados, sendo que os 6rgdos dos animais
inoculados que mostraram marca¢do mais intensa e
difusa foram o bago e os linfonodos (Figura 1B, 1D).

Indices apoptoticos

No bago, o grupo inoculado apresentou
maior indice apoptotico (mediana = 7,02 variando de
1,471 a 15,02) que o grupo controle (mediana = 2,085,
variando de zero a 4,889), com p<0,0001 (Mann
Whitney). Nos linfonodos, o grupo inoculado
apresentou maior indice apoptdtico (mediana = 6,508,
variando de 0,85 a 18,29) que o grupo controle (mediana
= 1,843, variando de zero a 3,902), com P<0,0001. No
figado, o grupo inoculado também apresentou maior
indice apoptotico (mediana=2,198, variando de zero a
6,667) que o grupo controle (mediana=0,9804, variando
de zero a 3,902), com P<0,0001.

Figura 1 - Técnica de TUNEL. A, C e E. Fotomicrografias mostrando
células TUNEL positivas em amostras de bago, linfonodo e
figado de animal do grupo controle, respectivamente (40X). B,
D e F. Fotomicrografias mostrando células TUNEL positivas
em amostras de bago, linfonodo e figado de animal do grupo
inoculado, respectivamente (40x). Notam-se nucleos
condensados e com grumos castanho-amarronzados,
caracterizando as células positivas a reagdo de TUNEL (com
fragmentagdo do genoma), realizada em secgdes incluidas em
parafina com diaminobenzidina (marrom) como cromoégeno e
contra-coloragdo com hematoxilina. x400.
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Técnicas imunohistoquimicas

Nas laminas tratadas com anticorpos anti-
Bax e anti-Bcl-2, células dos 6rgédos avaliados exibiram
grumos castanho-amarronzados no citoplasma e nicleo
(Figura 2), evidenciando marcagdes positivas para
proteinas pro-apoptoticas (Bax) e anti-apoptoticas (Bcl-2)
presentes tanto nos animais do grupo inoculado,
quanto nos animais do grupo controle. O bago, o
linfonodo e o figado de animais do Grupo Inoculado
apresentaram marcagdo de Bcl-2 mais intensa e mais
difusa do que de Bax. No Grupo Controle, verificou-se
maior marcagdo de Bax. No rim também houve maior
expressdo de Bel-2 no grupo inoculado. Diferentemente
dos outros orgaos, ndo foi detectada marcagdo para
Bax nas células renais.

DISCUSSAO

A escassez de informacdo especifica sobre
apoptose na infec¢do com a E. canis e as referéncias
em outras infec¢des similares (GE et al., 2005; GE &
RIKIHISA, 2006; XIONG et al., 2008) parecem indicar
que a E. canis também utilize os mecanismos de

apoptose em células mononucleares na progressdo da
infeccdo. Para se testar essa hipdtese, utilizaram-se,
neste trabalho, duas técnicas bastante difundidas na
avaliacdo e quantificagdo da apoptose: TUNEL
(GAVRIELI, 1992) e imunohistoquimica para a detec¢@o
das moléculas pr6 e anti-apoptodticas, Bax (GE &
RIKIHISA, 2006) e Bcl-2 (SPRICK & WALCZAK, 2004),
respectivamente.

Os resultados obtidos neste estudo indicam
que, na fase aguda da doenga a E. canis, ocorre aumento
da apoptose nas células de bago, linfonodos e figado,
aumentando-se a0 mesmo tempo a imuno-marcagao da
proteina anti-apoptotica Bel 2.

A apoptose aqui detectada e quantificada
pela técnica de TUNEL ocorre mais intensamente nas
células mononucleares. A maior marcagio
imunohistoquimica de Bel-2 do que de Bax nos animais
do grupo inoculado com E. canis observada neste
estudo indica que a via intrinseca ndo € tdo importante.
A apoptose de células infectadas em nosso estudo
pode estar associada a modulacdo da resposta
inflamatéria e a resposta imunoldgica celular do
hospedeiro a E. canis. Assim, ¢ provavel que a via

Figura 2 - Imunohistoquimica para detecg¢do de Bcl-2 (A e B) e Bax (C
e D): A e C. Fotomicrografias de amostras de bago de animal
do grupo controle (40X) e B ¢ D de animal do grupo inoculado
(40x). Notam-se grumos castanho-amarronzados no
citoplasma e nucleo, caracterizando as células positivas,
expressando a proteina anti-apoptotica Bcl2 e pro-
apoptética Bax, em secgdes incluidas em parafina com
diaminobenzidina (marrom) como cromoégeno e contra-
coloragdo com hematoxilina.
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extrinseca seja a mais importante nessas circunstancias,
visto que a estimulag@o de receptores de morte com
seus ligantes (Fas, TNF-q) permite a ativagdo de
moléculas iniciadoras da apoptose como a caspase 8
(DONEPUDI et al., 2003).

SCHEEL-TOELLNER et al. (2004)
demostraram que o A. phagocytophilum, causador da
ehrliquiose granulocitica humana, inibe as vias
extrinseca e intrinseca na apoptose espontanea de
neutr6filos. GE et al. (2005) concluiram que essa
infeccdo inibe a ativagdo de caspase 3 em neutrofilos
humanos. Também foi observado o bloqueio da morte
celular programada de neutréfilos humanos induzida
por Fas (CD95/Apo-1) na infecgdo por A.
phagocytophilum (BORJESSON et al., 2005), sendo
sugerido por GE & RIKIHISA (2006) que Bax é regulada
a nivel pos-translacional na infec¢do por este agente.
XIONG et al. (2008) demostraram que a infec¢do com
Ehrlichia ewingii atrasa a apoptose espontinea de
neutro6filos caninos por estabilizagdo do potencial de
membrana mitocondrial. Em outra espécie deste género,
E. chaffeensis, causadora da ehrliquiose monocitica
humana, verifica-se ser esta capaz de inibir NF-kB e
apoptose, alterando a expressao de ciclinas e de cinase
dependentes de ciclinas e prolongando a sobrevivéncia
do patogeno e da sua célula hospedeira (ZHANG et
al., 2004; RIKIHISA, 2006).

A resposta imune de tipo TH-1 com
produgdo de INF-Y TNF-qe [1-2 gera imunidade celular,
importante na resposta contra as ehrliquias (HARRUS
et. al., 1999). Muitos dos patégenos intracelulares
podem estimular ou inibir apoptose (GRASSME et al.,
2001). Nesse contexto, € importante reconhecer que as
vias da sinalizag¢@o da apoptose sdo classificadas em
via extrinseca (receptores de morte) e via intrinseca
(mitocondrial), ativando a cascata de caspases e
induzindo a morte celular (SPRICK & WALCZAK,
2004). Os resultados de imunohistoquimica para Bcl-2
e Bax aqui apresentados indicam que a via intrinseca
de apoptose ndo ¢ importante nos 6rgdos analisados.

Além disso, os resultados obtidos com base
na inoculagdo in vivo por E. canis e enfocando a
ocorréncia de apoptose e a imunomarcagdo de
moléculas pré e anti apoptose em 6rgaos como
linfonodo, bacgo, figado e rim, quando revistos
concomitantemente com a literatura cientifica
disponivel, apontam para uma situagdo em que o agente
infeccioso tem duas opgdes: necrosar as células do
hospedeiro e obter mais prontamente os nutrientes que
precisa para propagar, enfrentando a seguir a reagéo
do hospedeiro, ou irritar menos as células do
hospedeiro, causando apoptose e ndo necrose, de
maneira a obter os nutrientes mais lentamente, com

isso minimizando as reagdes do hospedeiro e evadindo-
se da resposta inflamatoria. Assim, a inflamacao, se
adequadamente ativada, eliminaria ou, no minimo,
dificultaria a colonizagdo por essa bactéria, confirmando
que o agente etiologico mais bem sucedido é aquele
que, apesar de patogénico, consegue 0 que necessita
para sua sobrevivéncia num ambiente de tolerancia,
sem induzir uma rea¢do no hospedeiro que prejudicaria
sua persisténcia.
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