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RESUMO

Hepatozoon canis € um protozoario apontado como agente causador da hepatozoonose canina
no Brasil, enfermidade transmitida por carrapatos, sendo o Rhipicephalus sanguineus sensu lato
um dos vetores bioldgicos. A ocorréncia da doenca tem sido relatada com frequéncia em cées
de éreas rurais, locais de maior contato com outros hospedeiros domésticos e selvagens,
aumentando a exposi¢cdo aos vetores, incluindo carrapatos do género Amblyomma spp.
Considerando a escassez de informacgOes a respeito da ocorréncia desse hemoparasita na
comunidade Vila Nova I, regido rural do municipio de Baralna, Rio Grande do Norte, bem
como a importancia da area na conservacdo de espécies silvestres, estando localizada na
circunvizinhanga do Parque Nacional de Furna Feia, o objetivo deste trabalho foi determinar a
ocorréncia do H. canis em cdes habitantes da comunidade. Para isso, foram coletadas amostras
sanguineas de 50 cdes, selecionados ao acaso, independente da presenca de sinais clinicos,
idade, sexo ou raca. As amostras foram obtidas por meio de venopuncdo cefalica, sendo
coletados 4 ml de sangue acondicionados em tubo contendo anticoagulante (EDTA) para
realizacdo da extracdo do DNA. As amostras foram, entdo, submetidas a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para detecgdo do gene da B-actina de cdo e, entdo, para o gene 18s rRNA de
H. canis. Houve deteccdo do DNA de H. canis em 54% (27/50) dos animais incluidos neste
trabalho, indicando alto percentual de cées infectados pelo parasita na regido estudada. Assim,
é possivel perceber que a PCR se mostrou uma ferramenta util para o diagnostico do
protozoério, o qual foi detectado em mais da metade das amostras analisados nesse estudo.
Além disso, o percentual de cées infectados alerta para a necessidade de ampliar a investigacao
sobre a epidemiologia desse agente na regido, considerando seu possivel impacto para a
populacdo de cdes domésticos e espécies silvestres que habitam o Parque Nacional de Furna
Feia, circunjacente a area de estudo.

Palavras-chave: hepatozoonose canina; doencas transmitidas por vetores; Canidae; PCR;

Rhipicephalus sanguineus sensu lato.



ABSTRACT

Hepatozoon canis is a protozoan identified as the causative agent of canine hepatozoonosis in
Brazil, a disease transmitted by ticks, with Rhipicephalus sanguineus sensu lato being one of
the biological vectors. The occurrence of the disease has been frequently reported in dogs from
rural areas, places of greater contact with other domestic and wild hosts, increasing exposure to
vectors, including ticks of the genus Amblyomma spp. Considering the scarcity of information
about the occurrence of this hemoparasite in the Vila Nova | community, rural region of the
municipality of Baratna, Rio Grande do Norte, as well as the importance of the area in the
conservation of wild species, being located in the vicinity of the Parque Nacional de Furna Feia,
the objective of this work was to determine the occurrence of H. canis in dogs living in the
community. For this, samples were collected from 50 animals, selected randomly, regardless of
the presence of clinical signs, age, sex or race. The samples were obtained by cephalic
venipuncture, and 4 ml of blood were collected and placed in a tube containing anticoagulant
(EDTA) for DNA extraction. The samples were then subjected to Polymerase Chain Reaction
(PCR) for detection of the dog B-actin gene and then for the H. canis 18s rRNA gene. H. canis
DNA was detected in 54% (27/50) of the animals included in this study, indicating a high
percentage of dogs infected by the parasite in the studied region. Thus, it is possible to perceive
that the PCR was a useful tool for the diagnosis of the protozoan, which was detected in more
than half of the samples analyzed in this study. In addition, the percentage of infected dogs
highlights the need for studies into the epidemiology of this agent in the region, considering its
possible impact on the population of domestic dogs and wild species that inhabit the Parque
Nacional de Furna Feia, surrounding the study area.

Keywords: canine hepatozoonosis; vector-borne diseases; Canidae; PCR; Rhipicephalus
sanguineus sensu lato.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos sdo importantes vetores de patdgenos que podem afetar tanto animais
quanto humanos, ocasionando morbidade e mortalidade em seus hospedeiros infectados
(PAROLA; RAOULT, 2001). Ambos, humanos e animais, sdo suscetiveis a agentes que sao
transmitidos por esses vetores, podendo ser virus, bactérias e protozoarios. A crescente relacao
entre 0 ser humano e 0s cédes, bem como 0 aumento no risco de exposicdo desses animais a
patdgenos zoonGticos tem se tornado preocupacdo em salde publica (BEUGNET; MARIE,
2009).

A hepatozoonose € uma doenca transmitida por vetor descrita em varios paises,
acometendo principalmente os carnivoros domésticos (AGUIAR, 2016). Duas espécies de
Hepatozoon foram relacionadas a infeccOes em cées: Hepatozoon canis e Hepatozoon
americanum. Esta classificacdo foi baseada principalmente nos sinais clinicos, tropismo
tecidual, achados patologicos e morfoldgicos, bem como em caracteristicas genéticas. H.
americanum foi descrito no sul dos Estados Unidos, enquanto H. canis € encontrado na Europa,
Africa, Asia e América do Sul (VINCENT-JOHNSON et al., 1997; BANETH et al., 2003).

A transmissdo para 0s cédes acontece apds a ingestdo de carrapatos contendo oocistos
maduros de H. canis. Os carrapatos envolvidos na transmissdo incluem as espécies
Amblyomma, especialmente, A. aureolatum, A. ovale e A. cajennense. Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (s.l.), que é conhecido como o vetor de H. canis no Velho Mundo,
também estd relacionado a transmissdo no Brasil (VINCENT-JOHNSON et al., 1997;
BANETH et al., 2003).

Devido a direta relacdo da prevaléncia da hepatozoonose ao seu vetor, sendo
predominante em paises com clima tropical, subtropical e temperado (BANETH, 2011), o
Brasil se apresenta como uma regido de grande importancia na ocorréncia dessa enfermidade.
No entanto, ainda ha uma escassez de dados sobre a ocorréncia da doenca, especialmente no
semiarido. Tal fator, associado a caracteristica clinica da enfermidade, que pode apresentar
desde uma manifestacdo assintomatica a uma variedade de sinais clinicos similares a outras
doencas frequentes, evidencia a necessidade de estudos que determinem a atual situacdo em
relacdo a presenca de H. canis, no intuito de fornecer subsidios para melhor caracterizacdo da

hepatozoonose canina na regido.
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O Parque Nacional da Furna Feia é uma unidade de conservagdo ambiental administrada
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade (ICMBIo), localizada entre os
municipios de Mossor6 e Baralna, na regido Oeste do Rio Grande do Norte. Com uma area de
quase 8.500 hectares, o0 parque protege uma rica biodiversidade da Caatinga, além de um
complexo que abrange mais de duzentas cavernas (ICMBIO, 2017). Uma das espécies
existentes no parque € o gato-do mato (Leopardo tigrinus), espécie ameagada de extincao, cuja
infeccdo por Hepatozoon sp. na regido nordeste do Brasil ja foi descrita, sendo diagnostica por
meio de método molecular (METZGER et. al., 2008). Assim, o desconhecimento quanto a
ocorréncia de H. canis em animais domésticos e silvestres na regido e a importancia da
preservacao da area e conservacdo da biodiversidade local evidenciam a necessidade de estudos
que determinem a ocorréncia de agentes patogénicos que possam representar um risco a
populacdo animal, seja ela doméstica ou silvestre, servindo de base para que estratégias mais

eficientes possam ser elaboradas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Epidemiologia

A distribuicdo da hepatozoonose canina esta diretamente relacionada aos seus
hospedeiros definitivos, os carrapatos. Dessa forma, regides tropicais, subtropicais e
temperadas do mundo todo compreendem as areas de maior prevaléncia da doenga por serem
as regides onde ha maior abundancia das espécies de carrapatos vetores (BANETH, 2011).

N&o hé relacdo de predisposicdo entre sexo, idade ou raca dos animais acometidos
(AGUIAR, 2016). Entretanto, apesar de ser uma doenca que pode acometer cées de todas as
idades, € considerada mais prevalente em cées jovens, tendo como justificativa a baixa
imunidade desses animais (MUNDIN et. al., 2008; CHHABRA et. al, 2013). Além disso, se
observa maior predominancia em cées de zona rural em razdo da maior exposi¢do ao vetor,
assim como em periodos mais quentes, onde ha maior proliferacdo e, consequentemente,
infestacdo de carrapatos (PEREIRA et al., 2011).

No Brasil, a infecgdo foi descrita pela primeira vez no Rio de Janeiro (MASSARD et
al., 1979; O’ DWYER et al., 2001), e posteriormente em outros estados como Sao Paulo
(O’DWYER et al., 2004; GONDIM et al., 1998), Distrito Federal (PALUDO et al., 2003), Rio
Grande do Sul (SOUZA et al., 2001; Mello et al., 2006), Espirito Santo (SPOLIDORIO et. al.,
2009), Mato Grosso do Sul (SALGADO, 2006) e Para (ARAGAO et. al., 2004). Varios estudos
foram realizados para determinar a ocorréncia da hepatozoonose canina no pais, sendo alguns

deles resumidos no Quadro 1.
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Quadro 1 - Registros de infeccdo por Hepatozoon sp. em cdes domesticos relatados no Brasil.

Populagéo analisada Local Prevaléncia | Método de diagnostico Referéncias
Cées errantes Sdo Paulo 5,9% Esfregaco sanguineo 0 D(V%BS t.al
Cées domiciliados (ZSS:S%F;Z) 8,1% Esfregaco sanguineo Oliveira (2019)
Cées domiciliados (zgi:har/l?;la) 9,3% Esfregaco sanguineo Bernz(i;%T% etal.
Cées domiciliados R('go?]il‘]ri?:;)m 39,2% Esfregaco sanguineo 0 D(‘Zggrl)e tal
5 L Espirito Santo 0 . Spolidorio et al.
Cées domiciliados (zona rural e urbana) 58,7% PCR (2009)
. . ) 0% Esfregaco sanguineo
Cées domiciliados Ituberd/BA Harvey (2015)
42,9% PCR
« 0 .
Cées Zrt;?intgs ede Distrito Federal 6,95% Esfregago sanguineo Chiareli (2009)
g 37.97% PCR
Ciies domiciliados Uberlandia/MG 20,8% Esfregaco sanguineo Miranda (2013)
(zona rural e urbana) 79.2% PCR
Ciies domiciliados Botucatu/SP 24,6% Esfregaco sanguineo Demoner et al.
(zona rural) 66,45% PCR (2016)

1Reacdo em Cadeia da Polimerase

H. canis ja foi relatado infectando diversas espécies de hospedeiros carnivoros pelo

mundo, como chacais, raposas, gambas e gatos domeésticos (GABRIELLI et. al., 2010; NAJM
et. al., 2014; FARKAS, et. al., 2014; DA SILVA et. al., 2017; GIANELLI et. al., 2017).

Segundo Najm al. (2014), canideos selvagens podem ser considerados reservatorios

importantes de H. canis, pois ndo desenvolvem sinais clinicos da doenca, representando um

perigo em potencial para populacdes de cdes domésticos. No Quadro 2 estdo representados

alguns registros brasileiros de infeccdo por Hepatozoon sp. em mamiferos silvestres.
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Quadro 2 - Registros de infeccdo por Hepatozoon sp. em mamiferos silvestres relatados no
Brasil.

Nome Nome cientifico Local Referéncias
Gato-do-mato Leopardo tigrinus Ceara Metzger et al. (2008)
Jaguatirica Leopardus pardalis Ceara, Maranhdo Metzger et al. (2008)
Graxaim-do- Lycalopex pseudalopex . Criado-Fornelio et al.
campo gymnocerus Rio Grande do Sul (2009)
Cacrr;?;:g-do- Cerdocyon thous Espirito Santo Almeida et al. (2013)
Onga-pintada Panthera onca Pantanal e Cerrado Furtado et al. (2017)
Lobo-guara Chrysocyon brachyurus S&o Paulo Perles et al. (2019)
Onga-pintada Panthera onca Mato gz?sso do Moreira (2020)
Quati-de-cauda- Nasua nasua Belo Horizonte Estevam et al. (2020)
anelada
2.2 Etiologia

A hepatozoonose é uma doenga transmitida por vetor descrita em varios paises, causada
por protozoarios do género Hepatozoon, que pertencem ao filo Apicomplexa, familia
Hepatozoidae (MATHEW et al., 2000) e apresentam caracteristicas filogenéticas intimamente
relacionadas aos piroplasmas e hemosporinideos (BARTA, 2001; BANETH et al., 2003). O
hemoparasita foi descrito pela primeira vez na India por Bentley (1905), parasitando células
polimorfonucleares de cées, sendo inicialmente denominado de Leucocytozoon canis (JAMES,
1905a apud O’ DWYER, 2011).

Dentre as mais de 300 espécies relacionadas a infeccGes em animais, aproximadamente
50 delas foram reportadas em mamiferos (MATHEW et al., 2000), sendo o H. canis e o H.
americanum identificados e considerados o0s responsaveis por alteracdes clinicas e patoldgicas
em caes. Essa classificacdo levou em consideracdo sinais clinicos e severidade da infeccdo,
tropismo tecidual, achados patolégicos e morfoldgicos, como também caracteristicas genéticas
e antigénicas (VINCENT-JOHNSON et al. 1997, BANETH et al. 2003).

No Brasil, a hepatozoonose canina foi descrita pela primeira vez por Massard (1979)
em cdes de uma area rural do Rio de Janeiro. Os relatos de infeccdes em cdes domésticos no
pais sugerem o envolvimento de H. canis, baseados na morfometria dos gametdcitos, achados
citolégicos e moleculares (PALUDO et al,, 2005). O’Dwyer (2004) havia sugerido o
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envolvimento dessa espécie e Rubini et al. (2005) confirmou se tratar de H. canis a partir de

caracterizacao genética.

Gerrard (1906) foi o primeiro autor a associar carrapatos como vetor da doenca.
Segundo O’Dwyer et al. (2001), o carrapato marrom R. sanguineus s.l. foi relatado como vetor
de H. canis por Christophers em 1906 e 1907. Entretanto, apesar de ser considerado o principal
vetor e transmissor da hepatozoonose em razdo da sua maior associacdo a cdes, em alguns paises
onde ha relatos da enfermidade, R. sanguineus s.l. ndo é a espécie mais prevalente. No Brasil,
a depender da regido geografica, diferentes espécies podem ser encontradas parasitando caes,
sendo comumente encontrado animais com infestacdes mistas, juntamente com carrapatos do
género Amblyomma (O’DWYER et al., 2001, FORLANO et al., 2005; RUBINI et al., 2008).

Além de estabelecer o carrapato marrom R. sanguineus s.l. como hospedeiro
invertebrado para H. canis, Christophers (1907) descreveu o ciclo do parasita nesses
hospedeiros, sendo também o primeiro a sugerir a ingestdo do carrapato como forma de
infeccdo, diferente do que ocorre com outros patdgenos transmitidos por vetores, que infectam
0s hospedeiros vertebrados por meio da inoculacdo dos agentes presentes na glandula salivar

do artrépode.

Nos cées, o ciclo bioldgico de H. canis dura em média 28 dias (BANETH, 2007) e
apresentam uma fase tecidual e uma sanguinea (O’DWYER, MASSARD, 2002). Apds a
ingestdo do carrapato infectado ou de partes dele, os oocistos esporulados se rompem no trato
digestivo do animal liberando os esporozoitos, que atravessam a parede intestinal e se
disseminam através da corrente sanguinea aos tecidos hemolinfaticos, como baco, medula 6ssea
e linfonodos, além de figado, rins e pulmdes. Nesses tecidos ocorre a multiplicacdo assexuada
por merogonia, através do qual sdo formados dois tipos de esquizontes: um contendo
aproximadamente 20 a 30 micromerozoitos delgados, e outro contendo de dois a quatro
macromerozoitos maiores. Merontes maduros liberam os micromerozoitos, que invadem 0s
monacitos e neutréfilos, e, se desenvolvem em novos gamontes por meio de gametogonia. Ja
0S macromerozoitos sao os responsaveis pelo surgimento de novas formas merogdnicas apos
segunda merogonia (BANETH et. al., 2007; BANETH, 2011).

Ja no carrapato, hospedeiro definitivo do agente, H. canis é transmitido de forma
transestadial, da ninfa para o estagio adulto, e a infec¢do acontece durante o repasto sanguineo,
a partir da ingestdo de celulas com presenca de gamontes (BANETH et al., 2007). O

desenvolvimento do agente se d& por meio de reproducdo sexuada, tendo inicio na
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gametogénese, envolvendo a presenca de macro e microgamontes, que séo liberados no
intestino e formam os gametas. Estes, através de um processo de singamia, originam o zigoto,
que atravessa a parede intestinal do carrapato, e, por esporogonia, geram 0s 00cCistos presentes
na hemocele do hospedeiro. Os oocistos maduros sdo estruturas onde centenas de esporocistos
contendo os esporozoitos infectantes sdo envolvidos por uma membrana, que, ao serem
ingeridos, dao continuidade ao ciclo (CHRISTOPHERS, 1912; BANETH et. al., 2007,
BANETH, 2011).

2.3 Patogenia

A patogenia das infec¢des por Hepatozoon spp. em animais de companhia € influenciada
pela espécie do protozoario, estado imunologico do hospedeiro, condigdes debilitantes e
coinfecgdes (AGUIAR, 2016). A severidade do quadro clinico também esta relacionada a
intensidade da parasitemia (BANETH, 2011). Paludo et al. (2005) sugerem que H. canis atua
Ccomo um agente oportunista e sua presenca ndo altera o sistema imunologico. Assim, acredita-
se que a patogénese relacionada a esse agente seja fraca, pois infec¢des subclinicas séo comuns,
geralmente causando doenca leve, resultando em anemia e letargia (BANETH & WEIGLER,
1997; BANETH, 2003).

Apos a ingestdo do carrapato infectado, ocorre a liberacdo dos esporozoitos, que
atravessam a parede intestinal do cdo e, por via hemolinfatica atingem diversos 6rgédos do
animal, onde realizam a merogonia. A partir do 21° dia pos-infeccdo sd@o encontrados
merozoitos no baco, medula 6ssea e miocardio, acarretando inicio de processos inflamatérios
multifocais. Além disso, presume-se que a invasdo dos leucdcitos pelos gamontes aconteca

durante a migracdo de células inflamatdrias durante a ruptura dos merontes (AGUIAR, 2016).

Em estudos onde cédes foram experimentalmente infectados, a parasitemia tornou-se
evidente somente apds administracdo de terapia imunossupressora com prednisolona
(BANETH et al., 2001; GONEN et al., 2004). Isso sugere que, apos a infeccdo, os cdes podem
se tornar portadores e abrigar formas de H. canis nos tecidos até que quadros de
imunossupressao ou doenca facilite a continuidade do ciclo de vida desse agente, promovendo

a liberacdo de gamontes maduros na circulacdo sanguinea (GONEN et al., 2004).

O aumento do numero de gamontes circulantes provavelmente reflete uma maior

producdo e liberacdo de merozoitos dos merontes teciduais seguido da entrada dos parasitas nos
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leucdcitos, ou uma diminuicdo na eliminacdo dos parasitas por parte dos neutrofilos (BANETH
et al., 1997). Além disto, foi observado que neutrofilos parasitados sdo mieloperoxidase
deficientes, podendo ser a causa de uma resposta insatisfatdria por parte do hospedeiro, bem
como os tornarem mais suscetiveis a infeccGes sistémicas e recorrentes, que podem ser
responsaveis pela febre associada a hepatozoonose (IBRAHIM et al., 1989). Além disso,
alteracOes nas caracteristicas de células leucocitarias foram relatadas por Murata et al. (1993)
como a presenca de pequenas vesiculas, poucos granulos citoplasmaticos, poucos reticulos
endoplasmaticos rugosos e mitocondrias, além da perda de algumas enzimas. Alencar et al.
(1997) afirmaram que os neutrdfilos infectados em uma raposa vermelha apresentavam

degeneracdo nuclear e apresentavam-se maiores que os neutrdfilos ndo parasitados.

2.4 Sinais clinicos

As manifestacbes clinicas das infecgdes por H. canis em cdes podem variar de
subclinicas, em animais aparentemente saudaveis com diagndstico através de achado
hematoldgico incidental, a manifestacfes severas e potencialmente fatais (BANETH, 2015).
Infecgdes subclinicas ou manifestagdes leves da doenca sdo as formas mais comuns de
apresentacao dos casos de hepatozoonose canina e, geralmente, estdo associados a baixos niveis
de parasitemia (1-5%), enquanto as manifestacGes severas podem acontecer em animais com
parasitemia alta (BANETH, 2011). Nesse ultimo caso, os animais podem apresentar perda de

peso extrema e caquexia (BANETH et. al., 2003).

H. canis é comumente encontrado em cées saudaveis (PALUDO et al., 2003), mas a
doenca geralmente estd associada a outras enfermidades imunossupressoras (O'DWYER &
MASSARD, 2001), ou outros hemoparasitas, o que dificulta a individualizacdo dos seus sinais
clinicos. Além de infeccBes concomitantes, quadros de imunossupressdo induzida também
podem estar relacionadas ao uso de quimioterapicos, influenciando na patogenia de infec¢oes
recentes por H. canis, agravando-as ou permitindo expressdo de uma infeccdo até entdo
subclinica (BANETH, 2003).

Paludo et al. (2003) relatam que existem poucos dados na literatura indicando sinais
clinicos detectaveis da doenca em cdes infectados por H. canis. Contudo, um trabalho
apresentado por Kiral et al. (2005) revelou 14 cées infectados manifestando um ou mais dos

seguintes sinais clinicos: febre, depressdo, anorexia, perda de peso e descarga ocular.
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Linfadenopatia, alteracdes da pelagem e mucosas palidas também foram alteraces observadas

em alguns dos animais.

Um caso de infecgdo natural por H. canis em que ndo havia presenca de doenca
concomitante foi descrito por Voyvoda et al. (2004). Nesse caso, a manifestacdo dos sinais
clinicos aconteceu ap6s a cadela infectada parir, quando passou a apresentar fraqueza,
depressdo, incoordenacdo dos membros posteriores, emaciacdo, alteragdes da pelagem,

linfadenopatia periférica, mucosas palidas e febre.

Em um estudo realizado no municipio de Areia/PB, das 151 amostras de cées estudados,
14 (9,3%) foram positivos para H. canis, a partir da visualizagdo de gamontes parasitando
neutrofilos. Entre os animais positivos, 50% apresentaram a forma subclinica da doenca e 0s
outros 50% apresentaram sinais clinicos inespecificos, como febre, apatia, perda de peso,
hematoquezia e hiporexia (BERNARDINO et. al., 2015).

Ainda ndo ha claras evidéncias sobre o impacto causado pelo Hepatozoon sp. em
animais silvestres até o0 momento. Kocan et al. (2000) relatou doenca clinica severa em coiotes
(Canis latrans) naturalmente infectados com H. americanum nos Estados Unidos. East et al.
(2008) descreveram a mortalidade em dois filhotes de hiena (Crocuta crocuta) na Africa por
Hepatozoon sp. sugerindo a ligacdo dessa infeccdo a mortalidade em hienas jovens e um

possivel efeito subestimado deste parasita nas populacdes de carnivoros na natureza.

2.5 Diagnostico

Os sinais clinicos da hepatozoonose canina sdo inespecificos e variaveis (VINCENT-
JOHNSON et al., 1997; BANETH et al. 2003; MUNDIM et al., 2008b; O’'DWYER, 2011),
podendo se assemelhar a diversas outras enfermidades. Por essa razdo, o diagndstico
confirmatorio € essencial para que possa ser instituido o tratamento adequado (ROJAS et al.,
2014). Uma importante forma de diagndstico é feita por meio de pesquisa direta em esfregaco
sanguineo, onde sdo visualizados gamontes intracelulares de H. canis em neutréfilos do animal
(BANETH et. al., 2003), podendo ser identificados também em animais assintomaticos
(O’DWYER et al., 2001; FORLANO et al., 2005). Além da citologia, merontes de H. canis

também sdo detectaveis por histopatologia de 6rgdos infectados (GONEN et al., 2004).

Entretanto, por se tratar de uma doenca cronica, onde o agente pode permanecer longos

periodos em remisséo, a fase aguda da infeccdo é relatada como a de maior probabilidade de se
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encontrar 0 protozoario, pois € durante essa fase que os gamontes sdo mais facilmente
detectados no sangue periférico (GAVAZZA et al., 2003). Dessa forma, é importante destacar
que a auséncia de parasitemia ndo indica auséncia de infeccdo (EIRAS et. al., 2007). Assim, 0
esfregaco sanguineo ndo deve ser considerado um exame de exclusdo em razéo da sua baixa
sensibilidade. Eiras et al. (2007) acompanharam cées infectados com H. canis durante um ano
e, nesse periodo, observaram niveis flutuantes de parasitemia em animais que ndo apresentavam
sinais clinicos da doenga. Em um outro trabalho, analisando amostras sanguineas de 152
mamiferos selvagens que vivem em centros de reabilitagdo nos estados de Minas Gerais e
Goias, ndo foram observadas amostras positivas para Hepatozoon sp. através de microscopia.
Entretanto, oito animais foram positivos para o protozoario por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (FAVA et. al., 2022).

Outras técnicas para diagnostico do agente incluem a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e 0 Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA). O método de RIFI,
desenvolvido por Shkap et al. (1994) apresenta maior sensibilidade comparado a observacao
microscopica. Contudo, apesar da importancia dos testes sorologicos para estudos
epidemiologicos, os antigenos para estes testes sao obtidos em animais com alta parasitemia,
situacdo ndo comumente encontrada no Brasil, cujos relatos, em sua maioria, se trata de
infeccdes com baixa parasitemia (RUBINI et al., 2005; O’'DWYER, 2011).

As técnicas moleculares pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e analise de
sequéncias tém sido relatadas tanto como método diagndstico quanto para estudos
epidemiologicos em infeccbes por H. canis. Além disso, as técnicas moleculares tém
contribuido para a caracterizacdo e distingdo das espécies de Hepatozoon spp. (RUBINI et al.,
2005; EIRAS et al., 2007; OYAMADA et al. 2005). A PCR tem como vantagem sobre 0s
demais a alta especificidade e sensibilidade na deteccdo dos patdgenos no sangue periférico
(OYAMADA et al., 2005), pois utiliza oligonucleotideos iniciadores projetados de forma
especifica para a sequéncia genética do alvo, sendo capaz de detectar um nimero muito
pequeno do DNA alvo, o que possibilita a deteccdo de alguns agentes abaixo do ponto inicial
de deteccdo por outros métodos, como culturas microbiol6gicas rotineiras, de citologia,
histopatologia ou imuno-histoquimica (SELLON, 2003). Em estudo com 31 cédes de areas
rurais, Rubini et al. (2005) observaram que sete (22,6%) animais foram identificados como
positivos por meio de observacdo microscépica do esfregaco sanguineo e 21 (67,7%) foram

positivos através da PCR. Além de demonstrar a elevada ocorréncia de H. canis em cdes de
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areas rurais, esse trabalho auxiliou na comprovagdo da maior especificidade e sensibilidade

desse método molecular no diagndstico da hepatozoonose.

2.6 Prevencéo e controle

N&o existem vacinas que previnam o0 desenvolvimento da hepatozoonose canina
(BANETH, 2011). A principal medida profilatica das doengas transmitidas por carrapatos é
através do controle desses ectoparasitas, tanto de estagios imaturos quanto de adultos (ALLEN
et. al., 2020), no ambiente em que vivem 0s cdes e no proprio animal, com o propdésito de
impedir o contato com o vetor responsavel pela transmisséo e, consequentemente, sua ingestao
(BANETH, 2003).

O uso de produtos acaricidas topicos e parasiticidas de uso ambiental sdo indicados
como estratégias de controle (OTRANTO et al., 2010), a exemplo das formulac¢6es contendo
piretrina (PFISTER e ARMSTRONG, 2016). Recentes estudos com farmacos do grupo das
isoxazolinas, como o fluralaner (Bravecto®), demonstraram boa eficacia desse produto
administrado por via oral em cées parasitados por R. sanguineus s.l. e A. americanum, tanto nos
estagios de ninfa quanto adultos, assegurando controle desses ectoparasitas por pelo menos 12
semanas, (ALLEN et. al., 2020; WILLIAMS et. al., 2015). A acdo ectoparasiticida desse
farmaco ocorre apos a sua ingestdo pelo parasita, cuja exposicdo ao principio ativo acontece
quando o artropode pica 0 hospedeiro e se alimenta dos fluidos e sangue do tecido subcutaneo
(PFISTER e ARMSTRONG, 2016).

Trabalhos recentes tém levantado informacGes a respeito do uso de coleiras
impregnadas. Oliveira Filho et al. (2017) apresentaram média de infestacdo de carrapatos no
grupo tratado com coleira de liberacdo lenta contendo 2-hexanona e benzaldeido
significativamente menor do que no grupo controle. Entretanto, ainda se faz necessario mais
pesquisas para melhor compreensdo sobre o0 modo de repeléncia desses compostos contra R.
sanguineus s.l. (OLIVEIRA FILHO et. al., 2017) e assim, sejam utilizados como parte de
programas de manejo integrado de pragas e como ferramentas para viabilizar o uso racional de

acaricidas.

A partir da demanda por métodos alternativos a dependéncia excessiva de acaricidas
quimicos e, consequentemente, minimizar a sele¢do de carrapatos, bem como prevenir a
contaminacdo ambiental (BARRETO et. al., 2021), estudos como o de Borges et al. (2015)
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revelaram substancias repelentes a partir da descoberta de odores de hospedeiros resistentes,

apontando possivel uso dessas substancias como repelentes naturais a infestacdo por carrapatos.

Transmissdo transplacentaria foi relatada por Martins et. al. (2003). Portanto, exames
de rotina também sdo recomendados para cadelas em reproducdo, devendo ser instituido

tratamento em animais positivos antes da gestagdo (AGUIAR, 2016).
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3 OBJETIVO

Detectar Hepatozoon canis em caes da comunidade Vila Nova I, zona rural de Barauna,
Rio Grande do Norte, utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase como método de

diagndstico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caes e amostras

Para esse trabalho, foram analisadas as amostras sanguineas de 50 cdes na comunidade
de Vila Nova I, zona rural de Baralna, Rio Grande do Norte, nos meses de marco e abril de
2022. Os animais incluidos na pesquisa foram selecionados por conveniéncia a partir de uma
campanha de vacinacdo polivalente direcionada aos cées dessa comunidade e amostrados
aleatoriamente, independente da presenca de sinais clinicos, idade, sexo ou raga.

As amostras foram obtidas por meio da coleta de 4 mL de sangue por de venopungao
cefalica, acondicionada em tubo contendo anticoagulante (EDTA) e armazenadas sob
refrigeracdo até o momento da extracdo de DNA para posterior realizacdo da PCR.

4.2 Extracdo e quantificacdo de DNA

Para a extragdo de DNA das amostras de sangue utilizou-se 200 pL da amostra de
sangue total, sendo utilizado o kit Genomic DNA mini Kit (Invitrogen®), conforme
recomendacdes do fabricante. Apos a extracdo, avaliou-se a qualidade e concentracdo do DNA
através de espectrofotometro (NanoDropTM Lite, Thermo Scientific) e, posteriormente, as

amostras foram armazenadas a -20 °C até a realizacdo da PCR.

4.3 PCR para B-actina e Hepatozoon canis

As reacGes de PCR foram feitas utilizando oligonucleotideos e programas de
amplificacdo previamente publicados (Quadro 3), e realizadas em termociclador (T100TM
Thermal Cycler, Bio-Rad). Inicialmente, foi avaliada a viabilidade das amostras através da
reacdo para detecgdo do gene de controle enddgeno (p-actina de cdo). A PCR de B-actina foi
realizada usando um volume total de 25 pL, do qual 12,5 pL era do master mix Tag Pol - Master
mix 2X (Cellco®), 1 uL (10 pmol) de cada primer, 9,5 pL de agua (H20) e 1 pL do DNA

extraido.
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Quadro 3 - Gene alvo, sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, programas de
amplificacdo, tamanho dos produtos amplificados e referéncias utilizadas para PCR de B-actina
de cdo e Hepatozoon canis utilizados neste trabalho.

Gene . Sequéncia de e Produto A
Primer . , ) o Programa de amplificacdo Referéncia
alvo oligonucleotideos (5°-3°) (pb)
Actb-F GGCATCCTGACCCTGAAGTA | Desnaturagoinicial: 95°C, 10
p-actina Desnaturagio: 95°, 30"’ 98pb Turchetti
(céo) Anelamento: 60°C, 30> (35x) (2014)
Actb-R CGCAGCTCGTTGTAGAAGGT | Extensdo: 72°C, 30
Extensdo final: 72°C, 5’
D 30 inicial: 95°C 3’
HC-18S-F | CACCAGGTCCAGACATAGAAAG | Desnaturagac inicial: 95°C 3
H. canis Desnaturagio: 95°, 30>
HC-185-R Anelamento: 62°C, 30> (35x) Kaur et. al
(185 Extensio: 72°C, 45 50690 (2020)
rRNA) AAGCTTACCAGCCAAGGTTAT it
Extensdo final:
72°C, I’

Os produtos amplificados a PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, utilizando o SybrSafe® como corante
evidenciador de DNA por 45 minutos a 120 volts. Para determinagdo do tamanho dos produtos
amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb (Promega®) seguindo
recomendacdes do fabricante. Apds a eletroforese, o gel foi visualizado em transiluminador de
luz UV (Proteinsimple®).

Ao ser confirmada a viabilidade do DNA ap0s a PCR para f-actina, as amostras foram
submetidas a reacdo para deteccdo do gene 18S rRNA de H. canis, utilizando os primers e
programas de amplificacdo previamente descritos por Kaur et al. (2020). A reacéo inicial foi
realizada em microtubo com um volume total de 25 pL, conforme descrito para B-actina em
ambas as reacoes foi feito uso de controle negativo com agua DEPC e o controle positivo com
DNA de amostra sabidamente positiva para beta-actina de cdo e H. canis, respectivamente,
sendo este Gltimo gentilmente cedido pelo professor Dr. Francisco de Assis Leite Souza. Os
produtos amplificados a PCR de H. canis foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a

1,5%, como descrito anteriormente para -actina.

A positividade para a deteccdo do gene da beta-actina de cdo e gene 18S rRNA de H.
canis foi confirmada pela amplificacdo de produtos da PCR com tamanhos aproximados de 98
e 306 pb, respectivamente (TURCHETTI, 2014; KAUR et al, 2020).



27

5 RESULTADOS

A partir da PCR para deteccdo do gene p-actina de cdo, todas as 50 amostras
amplificaram um produto de aproximadamente 98 pb (Figura 1), sendo consideradas positivas
e confirmando a viabilidade do DNA utilizado.

Figura 1 - Deteccdo do gene B-actina de cdo por PCR em cdes da comunidade Vila Nova I,
zona rural de Barauna/Rio Grande do Norte, 2022. Gel de agarose a 1,5% corado com
SybrSafe®; L: marcador de peso molecular, 100pb; C+: controle positivo; C-: controle
negativo; amostra 1 a 20: amplificacdo do gene B-actina de cdo com aproximadamente 98pb.

L C+ 0102 030405 06 07 080910 11 12 13

L C-14 15 16 17 18 19 20

100pb
98pb

As amostras submetidas a PCR para H. canis, que tinha como alvo o gene 18S rRNA,
foram consideradas positivas ao apresentaram o produto amplificado de aproximadamente

306pb, 0 que ocorreu em 54% (27/50) dos animais (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 - Deteccdo do gene 18s rRNA de Hepatozoon canis por PCR em cées da comunidade
Vila Nova I, zona rural de Baraina/RN, 2022. Gel de agarose a 1,5% corado com SybrSafe®;
L: marcador de peso molecular, 100pb; C+: controle positivo; C-: controle n negativo; amostras
02, 03, 07, 08, 09, 13, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31: amplificacdo do gene
18S rRNA de Hepatozoon canis com aproximadamente 306pb.

L C+ C- 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13

L 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Figura 3 - Deteccdo do gene 18s rRNA de Hepatozoon canis por PCR em cdes da comunidade
Vila Nova I, zona rural de Barauna/RN, 2022. Gel de agarose a 1,5% corado com SybrSafe®;
L: marcador de peso molecular, 100pb; C+: controle positivo; C-: controle negativo; amostras
33, 34, 38, 39, 40, 44, 42, 46: amplificacdo do gene 18S rRNA de Hepatozoon canis com
aproximadamente 306pb.

L C+ C- 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

306pb
100pb

L 44 45 46 47 48 49 50

306ph
100pb
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, mais da metade dos cées analisados tiveram DNA de H. canis detectado
a PCR, relevando a ocorréncia do protozoario nos animais da zona rural de Baralna, Rio Grande
do Norte. A prevaléncia da infec¢do por Hepatozoon sp. pode variar a depender do modelo do
estudo, metodologia de amostragem, caracteristicas da populacao canina, distribui¢do do vetor
e método de diagnostico empregado (MIRANDA et. al., 2014). A PCR, técnica empregada
neste estudo para deteccdo de H. canis, é uma técnica que apresenta alta sensibilidade e
especificidade, colaborando para o diagndéstico direto da doenga (OYAMADA et al., 2005).

Nossos resultados demonstraram uma alta ocorréncia do parasita em cdes da area rural
investigada, o que é corroborado por outros estudos em zona rural previamente publicados.
O’Dwyer et al. (2001) analisaram 250 cées de sete regides rurais diferentes do Rio de Janeiro e
observaram alta prevaléncia de H. canis em algumas regides através do método de esfregaco
sanguineo, com variacao de 9,1% a 59,4%. Em cées da zona rural de Minas Gerais, Silva et. al
(2014) observaram prevaléncia de 34,67% de Hepatozoon sp. em 150 cées através de esfregaco
sanguineo de sangue periférico (ponta de orelha). Apesar de um consideravel percentual ter

sido relatado, 0 método diagnostico utilizado pode ter sido um fator limitante desse estudo.

Ainda no estado de Minas Gerais, mas utilizando a PCR, Miranda et al. (2014) relataram
positividade de parasitas do género Hepatozoon sp. em 84,3% dos cdes de areas rurais e em
75,9% dos cdes de areas urbanas, relatando também a presenca de carrapatos da espécie
Rhipicephalus (Boophilus) microplus e A. cajennense nos caes da zona rural. Essas espécies
sdo consideradas comuns em cdes que habitam as propriedades rurais e, portanto, predispondo-
os a uma maior exposicdo a doenca (O’DWYER, 2001). Vale ressaltar que, embora a
identificacdo de ectoparasitas dos cées incluidos neste estudo ndo tenha sido realizada, durante

a coleta das amostras sanguineas foram observados muitos animais infestados por esses vetores.

A ocorréncia de infeccdo por Hepatozoon spp. de 11,8% (confirmado como H. canis em
seis cdes) detectada por meio da PCR, entre os cdes de regido litoranea do estado do Ceara
(FONSECA et al.,, 2022) diferem dos resultados encontrados nesse estudo. Entretanto,
corroborou dados anteriores sobre a circulacdo desse parasito no nordeste do Brasil, cujas taxas
variaram de 0,49% em Pernambuco (RAMOS et al., 2010) a 10% no Rio Grande do Norte, em

pesquisa com amostras obtidas através de bidpsia (LOPES et al., 2019).
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J& um estudo realizado na regido semiérida do municipio de Patos, Paraiba, por
Rotondano et al. (2015), com 100 cdes infestados por carrapatos, ndo houve deteccdo de
Hepatozoon spp. a PCR. Esse resultado pode estar relacionado com o vetor relatado no estudo,
onde o carrapato R. sanguineus s.l. foi a Gnica espécie encontrada. Apesar de considerado como
principal vetor no Velho Mundo (BANETH et al., 2007), diferengas na suscetibilidade de
populacdes de R. sanguineus s.l. a H. canis pode ser sugerida como causa da auséncia do
parasita, ja que foi demonstrado que o tdxon R. sanguineus s.l. é representado por pelo menos
duas especies diferentes na América Latina (MORAES-FILHO et al., 2011).

Sabe-se que H. canis geralmente cursa com auséncia de alteracdes clinicas nos animais
acometidos ou infeccdo crénica relativamente leve (McCULLY et al. 1975; BANETH et al.,
2003). No entanto, esse protozoario pode levar a manifestacdes clinicas graves associadas a
uma alta carga parasitaria (BANETH et al., 1995; BANETH; WEIGLER, 1997) ou infeccGes
concomitantes (HARMELIN et al., 1992). Em areas endémicas, diferentes patdgenos
causadores de doencas transmitidas por vetores (como Babesia spp., Ehrlichia canis,
Leishmania infantum) podem infectar o mesmo cdo (BANETH; WEIGLER, 1997,
KARAGENC et al., 2006; SASANELLI et al., 2009; OTRANTO et al., 2010), agravando o
quadro clinico do animal. A regido nordeste do Brasil apresenta condi¢des climaticas favoraveis
ao desenvolvimento do carrapato vetor R. sanguineus s.l., 0 que aumenta a possibilidade de
coinfeccBes com outros hemoparasitas por ele transmitidos e evidencia a necessidade de estudos
que determinam também a ocorréncia de outros patdgenos transmitidos por R. sanguineus s.1.
na area estudada (ROTONDANO et al., 2017; LOPES et al., 2018).

Os resultados deste trabalho também alertam para um possivel impacto na populacao de
animais silvestres do Parque de Furna Feia, localizado nas adjacéncias do municipio estudado
e necessidade mais estudos sobre as espécies de Hepatozoon spp. na regido. Ocorréncias da
infeccdo em felideos neotropicais por espécies do género Hepatozoon sp. vem sendo relatadas
no Brasil. Metzger et al. (2008) fizeram o primeiro relato da infeccdo no pais, onde 17,24%
(5/29) dos felideos analisados foram positivos pela PCR, e somente um foi positivo por meio
de esfregaco sanguineo, com a visualizacdo de apenas um leucocito parasitado. Também é
importante destacar que a jaguatirica (Leopardus pardalis) e o gato-do-mato (Leopardo
tigrinus) foram localizados na regido nordeste, nos estados do Ceara e Maranhdo. André et al
(2010), analisando amostras de 165 felinos selvagens em cativeiro de S&o Paulo, Mato Grosso
e Brasilia, descreveram 6 (3,6%) felinos positivos para Hepatozoon spp., dos quais quatro foram

gatos-do-mato, um jaguarundi e um puma. Esses relatos fazem um alerta para a ocorréncia da
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infeccdo em espécies protegidas pelo Parque de Furna Feia, como os felinos jaguarundi (Puma
yagouaroundi) e gato-do-mato (Leopardus tigrinus) (ICMBIO, 2020), consideradas espécies
ameacadas de extincdo. Além disso, infeccdes por Hepatozoon sp. ja foram relatadas no
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (ALMEIDA et al., 2013), espécie também encontrada na
regido do parque (BENTO et al., 2013). Assim, a presenca de Hepatozoon sp. nesses animais,
bem como em canideos selvagens no Brasil, além dos cdes domésticos, como no presente

estudo, alerta para a possivel relacdo de infec¢do associada a convivio entre essas espécies.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos acerca da ocorréncia de parasitismo relacionada a protozoéarios do género
Hepatozoon tem se tornado mais frequentes no Brasil. H. canis tem se mostrado cada vez mais
presente na populacdo de cdes domésticos, principalmente, em areas rurais, onde esses animais
podem ser expostos a diferentes espécies de carrapatos. Entretanto, € bem provavel que o
subdiagndstico ainda seja uma realidade forte nessas populac6es, especialmente ao considerar
0 método diagndstico utilizado. Entretanto, ainda ha muito a ser pesquisado, sobretudo no que
diz respeito a ocorréncia em animais silvestres no pais. Assim, regiées onde a relacdo entre
espécies domeésticas e silvestres que atuam como hospedeiros desse agente é proxima, requerem
atencdo especial quanto a investigacdo sobre o impacto desse grupo de parasitas, especialmente
ao considerar espécies ameacadas de extin¢do. A partir disso, um melhor panorama da realidade
local pode ser um forte aliado na elaboragdo de estratégias mais eficientes no controle de

ameagas.
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