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1. INTRODUCAO

O Hepatozoon canis, protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, familia
Hepatozoidae (anteriormente Hemogregarinidae), subordem Adeleorina, foi
identificado pela primeira vez no sangue de cdes na india e, inicialmente,
classificado como Leukocytozoon canis (SOUSA et al., 2022). Esta familia de
protozoéarios abrange mais de 300 espécies descritas, infectando répteis, aves e
mamiferos (DUARTE et al., 2016). Todas as espécies de Hepatozoon compartilham
um ciclo de vida semelhante, com a gametogonia e esporogonia ocorrendo no
hospedeiro definitivo (um invertebrado hemat6fago) (RAMOS et al., 2015), e a
esquizogonia seguida pela formacdo de gametas ocorrendo no hospedeiro
intermediario (um vertebrado) (DUARTE et al., 2016; EIRAS et al., 2007).

O hospedeiro definitivo de H. canis € o carrapato marrom do cdo,
Rhipicephalus sanguineus, enquanto os hospedeiros intermediarios incluem cées
domésticos e canideos selvagens. A infeccdo por este agente € amplamente
disseminada no sul da Europa, Africa, Asia e América do Sul (MATHEW et al., 2000;
BATICADOS et al.,, 2011). Em caes, a infeccdo pode ser assintomatica,
especialmente em casos de baixa parasitemia, ou manifestar-se de forma grave e
potencialmente fatal, com sintomas como febre, letargia, anemia e caquexia em
animais com alta carga parasitaria (SANTOS et al., 2019; SOLANO-GALLEGO et
al., 2015).

A transmissdo ocorre quando cdes ingerem carrapatos infectados com
oocistos esporulados. No intestino, 0s esporozoitos migram para o figado, onde se
multiplicam e podem afetar 6rgdos como o baco e pulmdes. Esquizontes produzem
micromerozoitos, que sdo fagocitados e se transformam em gametocitos, visiveis
no sangue periférico de caes infectados. Esses gametocitos tém forma alongada e,
quando corados com coloracdes derivadas de Romanowsky, apresentam
citoplasma claro e nucleo arroxeado (PALUDO et al., 2005; AGUIAR et al., 2004).
InfeccBes por Hepatozoon canis podem ser associadas a doengas como babesiose
e erliquiose, complicando o diagnodstico e tratamento (CELIK et al., 2022,
GONGCALVES et al., 2014).

Diante deste contexto, este trabalho teve como objetivo descrever o relato
de caso de cdo infectado por H. canis, com foco direcionado ao diagndstico do
agente infeccioso, através da analise laboratorial.
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2. METODOLOGIA

O paciente, um cdo da raca Ovelheiro Gaucho, apresentava multiplas bolhas
com pus pelo corpo e sinais de anemia discreta. A coleta de sangue foi realizada
de maneira asséptica, utilizando agulha estéril e seringa apropriada, através de
puncdo na veia jugular, a qual foi previamente higienizada com alcool a 70%.
Aproximadamente 1 mL de sangue foi coletado em um tubo contendo EDTA e
armazenado a 4°C até o processamento para extracdo do DNA genémico (gDNA).
Uma aliquota do sangue foi utilizada para confeccdo de esfregaco sanguineo em
lamina, corada com o corante panoptico e observada sob microscopia com
aumento de 1000x.

Foram utilizados 200 uL da amostra em um tubo de microcentrifuga, aos
quais foram adicionados 400 pL de tampéao de lise composto por 10 mM de Tris-
HCI (pH 8,0), 10 mM de NaCl, 25 mM de EDTA e 1% de SDS. Para a digestao das
proteinas celulares, foram adicionados 20 pL de Proteinase K (20 mg/mL). A
mistura foi incubada a 56°C por 1 hora. Apds a digestdo, o DNA foi purificado
utilizando o método de extracdo com fenol-cloroférmio e eluido com 50 pL de
tampéo TE (Tris-EDTA). A concentracdo e a pureza do DNA genémico (gDNA)
extraido foram determinadas utilizando um espectrofotbmetro Nanodrop Lite
(ThermoFisher Scientific) antes do uso nas reagdes subsequentes, como a PCR.

Para a amplificagdo do DNA de H. canis, foi realizada uma reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), utilizando primers descritos por INOKUMA et al. (2002), que
se baseiam na sequéncia do gene 18S rRNA. A reacao foi conduzida em um volume
final de 25 pL, contendo tampéo de PCR (10 mM de Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM de
KCI), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer, 1 unidade
da enzima Taq DNA polimerase (4G Biotecnologia) e aproximadamente 100 ng de
DNA genodmico. O ciclo de amplificacdo incluiu uma desnaturacéo inicial a 94°C por
5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto, e uma
extensao final a 72°C por 7 minutos. O produto amplificado foi visualizado em gel
de agarose a 1,5%, corado com Blue Gel Green (Nova Biotecnologia).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A visualizacdo do protozoario em esfregaco sanguineo e a amplificacédo
observada com a técnica de PCR, permitiu confirmar o resultado positivo de
infeccdo pelo protozoério H. canis (Figura 1).
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Figura 1. a) Esfregaco sanguineo de cdo, corado com panoptico, observado em
microscépio no aumento de 1000x. Seta indica inclusédo de Hepatozoon canis; b)
Gel de agarose de 1,5% de PCR. M = Marcador molecular 50pb (Ludwig
Biotecnologia), A = Amostra, C+ = Controle positivo, C- = Controle negativo.

Este caso envolve um céo diagnosticado com infeccdo por H. canis, onde foi
possivel confirmar a presenca do agente tanto pela visualizagdo microscopica
guanto pela técnica de PCR. No entanto, em casos subclinicos, em que o animal
nao apresenta sinais evidentes de infeccédo, a microscopia se torna uma ferramenta
diagnéstica limitada devido a baixa parasitemia. Nesses casos, as técnicas de
diagnéstico molecular sdo mais apropriadas, pois apresentam menor risco de
resultados falso-negativos (BATICADOS et al. 2011; PALUDO et al., 2005). Além
disso, ao empregar técnicas quantitativas de PCR, € viadvel determinar os niveis de
infec¢@o por H. canis e outros agentes, facilitando o diagnostico diferencial.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que, para o0 caso aqui relatado, ambas as ferramentas
diagndsticas utilizadas foram adequadas para confirmar a presenca do H. canis no
paciente, visto que o mesmo apresentava quadro clinico com manifestacdo de
sinais referentes a infecgéo.
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