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DETECÇÃO DE Hepatozoon canis EM AMOSTRAS DE SANGUE DE CÃES DE ILHÉUS, REGIÃO SUL DA BAHIA, BRASIL

RESUMO

A hepatozoonose é uma doença causada pelo protozoário do gênero Hepatozoon e transmitido por meio de carrapatos infectados. Nos cães domésticos, as espécies descritas são Hepatozoon canis e Hepatozoon americanum, sendo que no Brasil é encontrado apenas o H. canis. A detecção microscópica de gamontes parasitando células sanguíneas é o método mais comum de diagnóstico, mas o ensaio de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) é mais preciso e sensível. O objetivo deste trabalho foi investigar a presença de Hepatozoon canis em cães na cidade de Ilhéus, Bahia. Dessa forma, foram coletadas amostras de sangue de 300 cães domiciliados, previamente inspecionados e realizado os exames clínicos, entre os meses de março a junho de 2016, em 10 comunidades rurais: Aritaguá, Banco Central, Castelo Novo, Coutos, Inema, Japu, Olivença, Pimenteira, Rio do Braço, incluindo Sede de Ilhéus, os quais são compostos de povoados e vilarejos. As amostras foram encaminhadas para o Laboratório de Biotecnologia Animal na Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), onde foram submetidas ao processo de extração de DNA e de amplificação do fragmento 18S rRNA por meio da técnica de PCR. Posteriormente, os produtos da PCR de 10 amostras positivas foram sequenciadas. Obtivemos positividade em 127 (42,3%) amostras, na análise multivariada constatou-se que acesso as florestas (p=0,012) e contato com outros animais (p=0,049) foram fatores de risco associados estatisticamente à presença do parasito. As sequências de nucleotídeos obtidas foram analisadas pelo algoritmo BLAST, sendo identificadas com 100% de similaridade para H. canis e suas sequências depositadas no GenBank. Portanto, o presente estudo descreve a infecção de H. canis em cães de área rural da cidade Ilhéus, demonstrando que existe a circulação do protozoário em cães associado aos fatores de risco estudado.
Palavras-chave: Protozoário, Hepatozoonose, Infecção, Rhipicephalus sanguineus, cães.

DETECTION OF Hepatozoon canis IN BLOOD SAMPLES OF DOGS FROM ILHÉUS, SOUTHERN BAHIA REGION, BRAZIL.

ABSTRACT

Hepatozoonosis is a disease caused by the protozoan of the genus Hepatozoon and transmitted through infected ticks. In domestic dogs, the species described are Hepatozoon canis and Hepatozoon americanum, with only H. canis found in Brazil. Microscopic detection of gamonts parasitizing blood cells is the most common diagnostic method, but PCR (Polymerase Chain Reaction) assay is more accurate and sensitive. The aim of this study was to investigate the presence of Hepatozoon canis in dogs in the city of Ilhéus, Bahia. Blood samples were collected from 300 domiciled dogs, previously inspected and clinically examined, between march and june 2016 in 10 rural communities: Aritaguá, Banco Central, Castelo Novo, Coutos, Inema, Japu, Olivença, Pimenteira, Rio do Braço, including Sede de Ilhéus, which are composed of hamlets and villages. The samples were sent to the Animal Biotechnology Laboratory at the State University of Santa Cruz (UESC), where they were subjected to the DNA extraction process and amplification of the 18S rRNA fragment by PCR technique. Subsequently, the PCR products of 10 positive samples were sequenced. We obtained positivity in 127 (42.3%) samples, and in the multivariate analysis, access to forests (p=0.012) and contact with other animals (p=0.049) were statistically associated risk factors for the presence of the parasite. The nucleotide sequences obtained were analyzed by the BLAST algorithm and identified with 100% similarity to H. canis in the GenBank. Therefore, the present study describes the infection of H. canis in rural area dogs of Ilhéus city, demonstrating that the protozoan circulates in dogs associated with the studied risk factors.
Keywords: Protozoan, Hepatozoonosis, Infection, Rhipicephalus sanguineus, dogs.
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1 INTRODUÇÃO
[bookmark: _Hlk127137737]A hepatozoonose é uma doença causada pelo parasita do gênero Hepatozoon, protozoário intracelular pertencente ao filo Apicomplexa, subordem Adeleorina e família Hepatozoidae, possui um ciclo heteroxeno, utilizando artrópodes como hospedeiros definitivo e animais vertebrados (mamíferos, répteis, anfíbios e aves) como hospedeiros intermediários. Já foram descritas cerca de 50 espécies identificadas em mamíferos, no entanto, até o momento somente duas espécies foram observadas em cães, H. canis e H. americanum. 
Os cães se infectam ao ingerir vetores artrópodes contaminados com os oocistos maduros na sua hemocele, é sabido que Rhipicephalus sanguineus atua como o principal vetor biológico de H. canis, no entanto estudos tem demonstrado que outras espécies atuam como potenciais vetores sendo, Amblyomma sculptum, Amblyomma ovale e Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A patogenicidade das infecções por Hepatozoon spp. tem relação com o nível de parasitemia e a ocorrência de doenças concomitantes, já que de forma isolada os animais por muitas vezes são assintomáticos, porém quando ocorre a associação entre diferentes parasitos o quadro clínico pode ser grave. Os sintomas, quando presentes, são inespecíficos, cursando com anemia, leucocitose, trombocitopenia e alta taxas de enzimas séricas, em casos mais graves pode levar a um quadro de severo emagrecimento e letargia. 
 Este protozoário é observado no interior de leucócitos, por isso o diagnóstico da infecção é frequentemente realizado por meio do esfregaço sanguíneo que apesar da sua baixa sensibilidade, possui um ótimo custo benefício, além deste método, podem ser realizados testes sorológicos e moleculares, que apesar do alto custo possuem melhor sensibilidade e especificidade.
O objetivo deste estudo foi investigar a ocorrência do Hepatozoon spp. em cães do município de Ilhéus, no sudeste da Bahia, bem como descrever sobre possíveis fatores de risco que estariam associados a infecção.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Verificar a prevalência de Hepatozoon canis em cães provenientes da Mesorregião do Sul Baiano, Ilhéus, Bahia.
2.2 Objetivos específicos
- Realizar técnica molecular de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) para a detecção de DNA de Hepatozoon spp. em sangue de cães domiciliados e semidomiciliados das regiões rurais da cidade de Ilhéus, Bahia.
- Realizar o sequenciamento das amostras para identificação da espécie circulante do gênero Hepatozoon spp.
- Identificar fatores de risco associados a infecção.
- Produzir novos dados acerca da infecção por Hepatozoon canis em cães da cidade de Ilhéus, Bahia.
[bookmark: _Hlk123548944]
 3 REVISÃO DE LITERATURA
1. Etiologia
[bookmark: _Hlk125015154][bookmark: _Hlk125019731][bookmark: _Hlk125015203]A hepatozoonose é uma doença infecciosa causada pelo protozoário do gênero Hepatozoon. Os protozoários pertencentes a esse gênero fazem parte do filo Apicomplexa, assim como vários patógenos importantes para os seres humanos e animais, incluindo o Plasmodium spp. (responsável pela malária), Toxoplasma gondii (responsável pela toxoplasmose) e Cryptosporidium spp. (responsável por causar diarreia em humanos e animais). (MEGID; RIBEIRO; PAES, 2016)).
Desde a primeira descrição realizada por Bentley (1905), a variedade de animais vertebrados como hospedeiros tem aumentado, sendo reportadas mais de 300 espécies, sejam répteis, anfíbios, aves e mamíferos (SMITH, 1996). Existem duas espécies capazes de infectar os cães domésticos (Canis Lupus familiaris), H. canis e H. americanum. As duas espécies possuem características morfológicas semelhantes e compartilham 96% de similaridade genética com base na sequência de subunidades do gene 18S RNA ribossômico, entretanto também possuem algumas distinções, levando em consideração aos sinais clínicos, espécies de hospedeiro definitivo e tecidos de predileção (MATHEW et al., 2000; VINCENT-JOHNSON et al., 1997). 
Além dos cães domésticos, várias outras espécies de canídeos silvestres podem ser afetadas por Hepatozoon spp. tendo como exemplos, a raposa vermelha (Vulpes vulpes) (GABRIELLI et al., 2010), chacal dourado (Canis aureus) (MITKOVA et al., 2017), lobo guará (Chrysocyon brachyurus) (ARRAIS et al., 2021), cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus) (CARVALHO et al., 2021; SILVA et al., 2018). A espécie H. americanum foi incialmente encontrada no sul dos Estados Unidos e foi por muitas vezes confundido com H. canis, entretanto com os avanços científicos foi ficando mais fácil a distinção. Já houveram relatos de infecção do H. americanum em diversos locais acometendo desde coiotes (Canis Latrans) a cães domésticos (BARATI; RAZMI, 2018; KOCAN et al., 2000; VINCENT-JOHNSON et al., 1997).
Nos animais supracitados a variedade de habitats é grande, e são encontrados frequentemente tanto em zonas rurais como zonas urbanas.  Assim, esses canídeos silvestres por possuírem um padrão de comportamento semelhante aos cães domésticos e a relação filogenética muito próxima, o risco de transmissão de doenças infecciosas como a hepatozoonose entre elas é significativo (LASTA et al., 2009; SHAMIR et al., 2001).
2. Histórico e Taxonomia
A primeira descrição do parasita do gênero Hepatozoon se deu em amostras de sangue de cães na Índia por Charles Bentley em maio de 1905, o autor descreveu o protozoário como possuindo um corpo alongado, medindo de 8 a 10 mícron de comprimento por 4 a 5 mícron de largura, com núcleo as vezes se apresentando central e outras vezes perto de uma extremidade (BENTLEY, 1905). 
Até aquele momento nenhum parasito leucocitário havia sido relato em mamíferos, apenas em aves e como os parasitos encontrados apresentavam similaridades com as hemogregarinas foi sugerido também que seriam as primeiras a serem relatadas nessa classe, em contraste com aquelas já conhecidas por ocorrerem nos eritrócitos de animais de sangue frio (BENTLEY, 1905). 
No mesmo ano, James que trabalhou com Bentley, observou o protozoário no sangue periférico de cães e devido a sua localização em leucócitos nomeou o então desconhecido de Leucytozoon canis (JAMES, 1905). Pouco tempo depois, em 1908, Miller observou protozoários intraleucocitárias que parasitavam neutrófilos de ratos brancos e que se multiplicavam por merogonia no fígado do hospedeiro vertebrado, denominando assim de Hepatozoon perniciosum. Esta foi a primeira descrição do gênero Hepatozoon. 
Houveram outras descobertas nos anos seguintes, porém o ciclo envolvendo a ingestão do carrapato só foi sugerido por Christophers (1912) onde ele associou a grave doença em cães jovens com a infestação por carrapatos. A partir dessa investigação, ele pode entender como havia a presença de estruturas do Hepatozoon tanto na medula óssea dos cães, como no intestino de ninfas de Rhipicephalus sanguineus coletadas dos animais doentes.
[bookmark: _Hlk125015637]Após as primeiras descrições, Hepatozoon spp. foi observado em diferentes lugares do mundo, como: Ásia, África, Europa, Estado Unidos e Brasil (CRAIG et al., 1978; HERVÁS et al., 1997; MASSARD, 1979; MCCULLY et al., 1975; MURATA et al., 1991). Entretanto, uma nova espécie foi descrita no sul dos Estados Unidos em cães domésticos, denominada H. americanum, parasitando sangue periférico, órgãos viscerais (baço, pâncreas, fígado e pulmões), músculo esquelético e músculo cardíaco (VINCENT-JOHNSON et al., 1997).  
Ao contrário da infecção por H. canis que por muitas vezes se apresenta de forma subclínica, os animais com H. americanum apresentam um quadro clínico severo, cursando com febre, caquexia, secreção ocular, dores intensas, rigidez e paresia (VINCENT-JOHNSON et al., 1997).  Mathew et al.  (1998) demostraram que o Amblyomma maculatum atua como um dos importantes vetores ligados ao desenvolvimento do H. americanum, enquanto estudos afirmavam que o R. sanguineus agia como excelente transmissor para H. canis. Além disso, foi demonstrado que H. americanum tem preferência pelo desenvolvimento em tecidos como musculatura esquelética e cardíaca, enquanto H. canis se multiplicava preferencialmente em tecidos hemolinfáticos e órgãos viscerais (BANETH et al., 2001; PANCIERA et al., 1998)
Sobre sua classificação, pertencem ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, subordem Adeleorina e família Hepatozoidae; várias famílias foram sugeridas ao agente ao longo de sua descoberta devido as fases de seu desenvolvimento. Além disso, estudos detalharam o parasito com muitas características semelhantes a outros protozoários, como exemplo: Plasmodium spp. e piroplasmas (BANETH et al., 2003a; MATHEW et al., 2000). 
Os parasitas do filo Apicomplexa são caracterizados por sua capacidade em invadir as células do hospedeiro através de uma estrutura especializada chamada complexo apical, essa estrutura é composta por, um conoide anterior (microtúbulos dispostos em espiral), anéis polares, roptrias (organelas glandulares), além de micronemas (túbulos oriundos da membrana do Complexo de Golgi), essa estrutura está localizada na extremidade do parasito desempenhando um papel importante na fixação e penetração nas células dos hospedeiros (DOLABELLA; BARBOSA, 2011).
Outras características importantes desse grupo taxonômico estão descritas na Tabela 1, são seres unicelulares, não apresentam flagelos nem pseudópodes, parasitas intracelulares obrigatórios, ou seja, precisam viver dentro das células do hospedeiro, o que torna a detecção e o controle mais difíceis, possuem mecanismos de evasão permitindo que os microrganismos se escondam nas organelas celulares e até mesmo alterem a expressão de proteínas na sua superfície evitando a ação das células de defesa do hospedeiro. Além disso, possuem o ciclo de vida complexo, necessitando de hospedeiros definitivos e intermediários, envolvendo vários estágios evolutivos, incluindo esporozoítos, merozoítos e gametócitos (GREENE, 2015; LEVINE, 1988; MEGID; RIBEIRO; PAES, 2016).

	Tabela 1 – Classificação dos protozoários parasitas (Fisher, M. Endoparasites in the dog and cat – Protozoa. In Practice. March, 2002).

	Filo
	Classe
	Gênero
	Caraterísticas Gerais

	Apicomplexa
	Coccidia
	Hepatozoon
Isospora
Neospora
Toxoplasma
Sarcocystis
Cryptosporidium
Babesia
	
Reprodução sexual e assexuada, ciclo de vida largamente intracelular

	Sarcomastigophora
	Sarcodina
Mastigophora
	Entamoeba
Trichomonas
Giardia
Trypanossoma
Leishmania
	
Possuem flagelo


Fonte: Adaptado a partir do trabalho de LASTA (2008).
O conhecimento da sistemática e taxonomia das espécies de Hepatozoon ainda continua incerta, devido as inconsistências no que se diz respeito às características morfológicas e de desenvolvimento disponíveis na literatura. Todavia, a plataforma genética de sequenciamento tem sido realizada de forma útil na diferenciação de espécies como Toxoplasma gondii, Neospora spp., e Sarcocystis spp. relacionadas ao Hepatozoon spp. (MATHEW et al., 2000).
3. Epidemiologia
[bookmark: _Hlk126268857]No Brasil, diferentes estudos foram apresentados na tabela 2 envolvendo a análise molecular e técnica de esfregaço sanguíneo, confirmaram a presença do Hepatozoon spp. em cães de diversos estados, como: Bahia (HARVEY et al., 2016), Ceará (FONSÊCA et al., 2022), Distrito Federal (FERNANDES, 2022), Espírito Santo (SPOLIDORIO et al., 2009), Goiás (DUARTE et al., 2016), Minas Gerais (DE MIRANDA et al., 2014; MUNDIM et al., 1992); Mato Grosso (MORGADO et al., 2016; SPOLIDORIO et al., 2011), Mato Grosso do Sul (RAMOS et al., 2015),  Pará (GOMES et al., 2016), Pernambuco (RAMOS et al., 2010), Rio de Janeiro (MASSARD, 1979; O’DWYER; MASSARD; PEREIRA, 2001), Rio Grande do Norte (LOPES et al., 2019), Rio Grande do Sul (LASTA et al., 2009), São Paulo  (O’DWYER et al., 2006; RUBINI et al., 2008). 

	Tabela 2 – Prevalência de Hepatozoon spp. no sangue de cães domésticos em diferentes regiões do Brasil.

	Fonte
	Ano
	Estado
	Nº amostral
	% de positivos (N)
	Técnica

	MASSARD 
	1979
	RJ
	187
	20,85% (39)
	Esfregaço sanguíneo 

	MUNDIM et al.
	1992
	MG
	2
	100%
	Esfregaço sanguíneo 


	O’DWYER et al.
	2001
	RJ
	250
	39,2% (98)
	Esfregaço sanguíneo 


	O’DWYER et al.
	2006
	SP
	222
	5,9% (13)
	Esfregaço sanguíneo

	RUBINI et al.
	2008
	SP
	150
	53,3% (80)
	Esfregaço sanguíneo e PCR


	SPOLIDORIO et al. 
	2009
	ES
	92
	58,7% (54)
	PCR

	LASTA et al.
	2009
	RS
	1
	100%
	Esfregaço sanguíneo e PCR


	RAMOS et al.
	2010
	PE
	205
	0,49% (1)
	PCR


	SPOLIDORIO et al.
	2011
	MT
	10
	90% (9)
	PCR


	DE MIRANDA et al.
	2014
	MG
	346
	8,6% (30)
	PCR

	HARVEY et al.
	2016
	BA
	380
	  42,9% (163)
	PCR


	DUARTE et al.
	2016
	GO
	40
	5% (2)
	Esfregaço sanguíneo e PCR 


	DE AZEVEDO GOMES et al.
	2016
	PA
	138
	5,07% (7)
	nPCR

	LOPES et al.
	2019
	RN
	20
	10% (2)
	PCR

	FONSECA et al.
	2021
	CE
	153
	11,8% (18)
	PCR


	FERNANDES et al.
	2022
	DF
	74
	29,7% (22)
	Esfregaço sanguíneo e PCR



Massard et al. (1979) foram os pioneiros em pesquisa por Hepatozoon spp. no Brasil. Em seu trabalho, investigaram a prevalência de infecção em cães em diferentes estados, utilizando a avaliação do esfregaço sanguíneo como método diagnóstico, foram resultados surpreendentes para a época, visto que as técnicas moleculares nem se quer existiam, o índice de infecção observado demonstrou que o parasitismo foi mais frequente entre cães de zonas rurais 31,58% (36/114), em comparação com os de áreas urbanas, 4,48% (3/67), decorrente da maior exposição ao carrapato. Além disso, foi constatado uma maior frequência da infecção em cães adultos, embora tenha tido positividade em cães jovens também, demonstrando não haver predileção quanto a idade. Este resultado corrobora com estudos de O’Dwyer et al. (2001) que também observaram não haver diferenças na prevalência da infecção acerca dos quatro grupos de idade estudados de sua pesquisa.
Rubini et al. (2005) foram os precursores na identificação e caracterização molecular no Brasil, onde dos 31 cães coletados, 7 foram positivos no exame esfregaço sanguíneo e 21 positivos para PCR. A conclusão obtida foi que as espécies de Hepatozoon no Brasil foram próximas as relatadas do Japão com cerca de 99% de identidade, demonstrado também no trabalho de  Paludo et al.  (2005).
No Espírito Santo,  Spolidorio et al. (2009) utilizaram uma sequência de primers similares ao demonstrados por Criado-Fornelio et al. (2006) HEP-1mod (5’-CGC GAA ATT ACC CAA TTC TA -3’) e HEP-4 (5’-TAA GGT GCT GAA GGA GTC GTT TAT-3’) para realizar análise de 92 amostras de cães aparentemente saudáveis, encontrando positividade em 54 animais (58,7%) correspondentes ao gene 18s rRNA. 
No trabalho realizado por Harvey et al. (2016) foram utilizados os primers HEP144-169 (5’-GGTAATTCTAGAGCTAATA-3’) e HEP743-718 (5’-ACAATAAAGTAAAAAACA-3’), conforme Spolidorio et al. (2011), um total de 380 cães do município de Ituberá no estado da Bahia foram testadas para o gene 18s rRNA associando a técnica de esfregaço sanguíneo para a pesquisa de hemoparasitoses. Por meio da técnica molecular foi obtido uma positividade de 163 animais (42,9%) para Hepatozoon spp. e nenhum gamonte observado no sangue periférico. O autor ressalta que dos cães infectados 105/163 (64,4%) foram assintomáticos e 115/380 (30,2%) cães estavam infestados por carrapatos sendo a maioria R. sanguineus. Dos 163 cães infectados apenas 48 (29,4%) estavam infestados por carrapatos. 
4. Ciclo Evolutivo do Hepatozoon spp.
A transmissão do Hepatozoon spp. aos cães se dá pela ingestão do carrapato contaminado; supõe-se que esse processo ocorra durante a remoção na pelagem ou pela ingestão de uma presa infestada por carrapatos. O ciclo biológico do H. canis é desenrolado de maneira sequencial e em formas distintas em cada um de seus hospedeiros, no cão, hospedeiro intermediário, ocorrem as fases de merogonia, já no carrapato, hospedeiro definitivo, ocorrem as fases de gametogonia e esporogonia (BANETH; SAMISH; SHKAP, 2007).
Rhipicephalus sanguineus, também conhecido como carrapato-marrom (Figura 1), é o principal vetor de H. canis; este título foi obtido, pois teve protagonismo nos primeiros relatos da doença 1912 por Christophers, além de ser encontrado com frequência em cães que apresentam infestações. É uma espécie amplamente distribuída no mundo, encontrando-se em regiões de clima tropical, subtropical e temperado, portanto adaptável a diferentes condições ambientais (DANTAS-TORRES, 2010).
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Figura 1 – Espécimes do carrapato Rhipicephalus sanguineus, fêmea e macho, respectivamente. Fonte: (DANTAS-TORRES, 2010).
No Brasil, além do R. sanguineus é observado uma grande variedade de carrapatos em cães nas diferentes regiões estudadas, como exemplo no trabalho realizado por O’Dwyer e colaboradores (2001), foram examinados 250 cães de diferentes municípios do estado do Rio de Janeiro, quatro espécies de carrapatos foram encontradas: Amblyomma cajennense (atualmente A. sculptum), R. sanguineus, A. aureolatum e A. ovale. Destas a espécie de maior predominância foi A. cajennense (atualmente A. sculptum), apresentando também correlação positiva entre sua presença e infecção pelo H. canis. 
De Miranda et al. (2011)  realizou o primeiro relato da presença de oocistos de Hepatozoon canis em Rhipicephalus (Boophilus) microplus coletados de um cão infectado. O hospedeiro preferencial é o gado, no entanto, cães podem ser hospedeiro em períodos de forte infestação. O trabalho relata também que estudos adicionais devem ser feitos a fim de entender o papel dessa espécie como possível vetor da hepatozoonose canina, uma vez que os cães não são hospedeiros comuns.
Forlano et al. (2005) investigou a transmissão de Hepatozoon spp. em cães de maneira experimental, utilizando 4 espécies de carrapatos ixodídeos de cães positivos e entre todos os carrapatos dissecados apenas o A. ovale possuía oocistos similares ao H. canis, sua teoria foi confirmada após a inoculação em um cão negativo que apresentou gametócitos na circulação 84 dias depois, demonstrando que A. ovale pode ser vetor de Hepatozoon spp., na Figura 2 um exemplar. 
Rubini et al. (2009) demonstrou também de forma experimental a contaminação de carrapatos da espécie A. ovale bem como a infecção de cães negativos detectados 32 dias após a inoculação oral, da mesma forma, os resultados obtidos indicaram o carrapato A. ovale como potencial vetor para H. canis. O fato é justificado que apesar de o R. sanguineus ser o principal vetor, ele está menos presente em áreas rurais e mais em áreas urbanas, em contrapartida o gênero Amblyomma está amplamente distribuído, inclusive parasitando cães de áreas rurais, carnívoros silvestres e roedores silvestres (BARROS; BAGGIO, 1992; LABRUNA et al., 2005; MCCULLY et al., 1975; SMITH, 1996).
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Figura 2 – Espécimes do carrapato Amblyomma ovale, possuindo escudo ornamentado. Fonte: (BARROS-BATTESTI, DARCI MORAES; ARZUA, 2006).
Quando o cão ingere o vetor ou partes dele, o carrapato estando contaminado apresentará oocistos maduros na sua hemocele. Ao chegar no trato gastrointestinal do cão ocorre a liberação de esporozoítos no intestino que penetram a parede alcançando as vias circulatórias e tecidos como: linfonodos, medula óssea, baço, fígado, rins, pulmões e miocárdio. Dentro das células teciduais ocorrerá a fase de merogonia com a formação dos merontes, que se diferenciam em duas formas: a primeira forma em macromerozoítos que criam merontes secundários e a segunda forma em micromerozoítos, invadindo os neutrófilos e monócitos para desenvolver-se em gamontes por meio do processo de gamontogonia (BANETH; SAMISH; SHKAP, 2007).
Rhipicephalus sanguineus e carrapatos do gênero Amblyomma, que agem como hospedeiros definitivos (O’DWYER; MASSARD; PEREIRA, 2001), ingerem o sangue dos cães com parasitemia, logo os gamontes são liberados dos leucócitos caninos no intestino do carrapato que se diferenciam em macro e microgametas, processo este chamado de gametogênese. Os gametas se unem no trato digestivo, formando oocinetos. Após a fertilização, o zigoto divide-se realizando a fase de esporogonia, essa fase culminará com a produção dos oocistos grandes e de formato esférico, composta por uma membrana que envolve centenas de esporocistos onde se encontram os esporozoítos, forma infectante. Vale ressaltar que essa última fase, só se completa após a muda de ninfas para adultos do carrapato (Figura 3) (BANETH; SAMISH; SHKAP, 2007).
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Figura 3 – Ciclo de vida do Hepatozoon canis. Fonte: (GREENE, 2015).
O ciclo biológico do H. canis pode ser completado em 81 dias como demonstrado no experimento de Baneth e colaboradores (2007), contabilizando com o ciclo do carrapato como parte dele no cão. Neste estudo, a inoculação nos cães se deu 53 dias após a infecção do R. sanguineus, dessa forma os merontes só foram detectáveis na medula óssea dos cães após 13 dias da inoculação e os gamontes no sangue periférico 15 dias após a primeira detecção na medula, portanto completando o ciclo biológico em 28 dias. 
A transmissão vertical em cães já foi relatada por meio de um estudo em cadelas prenhes naturalmente infectadas, mantidas em um ambiente controlado, observando a transmissão do H. canis aos filhotes entre 16 e 60 dias após o nascimento via transplacentária (MURATA et al., 1993). 
A patogenia da Hepatozoonose canina pode ser influenciada por uma combinação de fatores, pelo sistema imunológico do hospedeiro, a idade do animal, por agentes infecciosos concomitantes e as condições ambientais. Animais imunocomprometidos ou debilitados podem ser mais propensos a desenvolver sinais clínicos mais graves ou a apresentar uma resposta imunológica ineficaz. Fatores como o clima, a disponibilidade de carrapatos e a exposição a outras doenças ou infecções podem influenciar também de forma negativa (BANETH et al., 2001). Alguns autores afirmam que a associação entre diferentes parasitos leva a um quadro clínico mais severo do que quando ocorre parasitismo isolado. Entretanto, alguns animais podem vir a exibir um quadro de parasitemia elevada e consequentemente sinais de caráter debilitante como, fraqueza dos membros posteriores, anorexia e letargia (GONDIM et al., 1998; MUNDIM et al., 1992; SPOLIDORIO et al., 2011).
5. Manifestações Clínicas 
Os sinais clínicos da infecção por H. canis são inespecíficos e sua intensidade pode variar de acordo com a parasitemia e a presença de doenças concomitantes (GREENE, 2015). A maioria dos animais infectados pelo H. canis são assintomáticos ou possuem uma infecção subclínica, que está normalmente associado a uma baixa parasitemia; já àqueles com uma alta carga parasitária frequentemente são animais imunossuprimidos, filhotes, ou com infecções concomitantes (MORGADO et al., 2016; O’DWYER; GUIMARÃES; MASSARD, 1997)
Pode-se suspeitar da doença quando os animais apresentarem sinais como, febre, anorexia, diarreia, vômito, palidez de mucosa, corrimento ocular e fraqueza dos membros posteriores (ALMOSNY et al., 2002). Além disso, existem algumas alterações hematológicas mais frequente, como: anemia, associado a eosinopenia e altos níveis de proteínas (O’DWYER et al., 2006; PAIZ et al., 2016).
Vale salientar que todos os sinais e alterações descritos podem ocorrer em diversas doenças, havendo a necessidade de confirmação do diagnóstico por meio de exames laboratoriais específicos.
6. Diagnóstico laboratorial
O diagnóstico de H. canis baseia-se, rotineiramente, no achado de gamontes em esfregaço sanguíneos (Figura 4), essa técnica possui um baixo custo e baixa sensibilidade, pois depende do grau de parasitemia que o animal apresenta, além disso as características morfométricas e morfológicas não permitem a identificação da espécie, o gamonte possui um formato elipsoidal medindo cerca de 9.7 ±1.4 x 5.4 ±0.9, com uma cápsula e um grande núcleo central, tanto os neutrófilos como os monócitos podem ser parasitados em mamíferos (BANETH et al., 2003b; BANETH; SAMISH; SHKAP, 2007). Contudo, existem outras técnicas mais sensíveis que podem ser usadas.  
[image: ]
Figura 4 – Gamonte de Hepatozoon spp. em esfregaço sanguíneo de sangue periférico de cão. Fonte: (Arquivo pessoal).

Devido a multiplicação nos órgãos, é possível que estágios teciduais de H. canis sejam observados através da avaliação histopatológica (BANETH, 2003).  O’Dwyer et al. (2004) descreveram a presença do agente em cinco necropsias de cães naturalmente infectados, na qual apresentavam diversos estágios evolutivos em órgãos, como: baço fígado, pulmões, coração, rins, linfonodos e medula óssea. Além disso, também é descrito a presença de lesões macroscópicas sugestivas para o quadro de hemoparasitose como, palidez de órgãos e focos hemorrágicos, principalmente no trato gastrointestinal (KOCAN et al., 2000). 
A detecção de anticorpos pode ser útil em cães com baixa parasitemia ou recentemente infectados segundo Baneth et al. (1998). demonstraram que o emprego do antígeno gamonte na realização do ensaio imunoenzimático indireto (ELISA) caracteriza-se como um método sensível e específico para a detecção de anticorpos reativos com H. canis, além disso foi comparado o mesmo teste como a utilização da reação de imunofluorescência indireta (RIFI), indicando que não houve diferenças significativa entre os métodos sorológicos (P=0,508).
Os primeiros estudos moleculares sobre Hepatozoon iniciaram em 1990, por meio de estudos de filogenética entre espécies que parasitavam cobras, sapos e outros animais no Canadá (SMITH; KIM; DESSER, 1999). No início dos anos 2000, Mathew foi o primeiro a sequenciar o gene 18S rRNA de três parasitas, eram as espécies H. americanum, H. canis e H. catesbianae, sendo os dois primeiros encontrados em canídeos e o último em anfíbios, tinha como intuito analisar filogeneticamente a afinidade das espécies e dessa forma pode concluir que tanto as sequências de DNA quanto os caracteres morfológicos e do ciclo de vida sustentam a relação de irmãos entre as duas espécies encontradas em cães. 
De um modo geral, dentro da rotina de uma clínica, o exame de esfregaço sanguíneo é o teste diagnóstico de escolha para a pesquisa de hemoparasitoses, de preferência utilizando sangue periférico com coleta na ponta da orelha, entretanto sabe-se que o mesmo apresenta baixa sensibilidade e impossibilita a diferenciação das espécies. Testes sorológicos são úteis, mas têm baixa aplicabilidade no Brasil, uma vez que possuem altos custos e necessitam que os animais tenham uma resposta imunológica alta, o que é incomum nesta doença. Por fim, a detecção molecular possui alta sensibilidade e tem sido muito utilizada em diversos estudos epidemiológicos e com intuito em caracterizar as espécies, entretanto possui altos custos para sua realização.  
7. Prevenção
Para prevenir a infecção por Hepatozoon spp., é importante evitar o contato seus vetores e, consequentemente, sua ingestão. Além disso, é recomendado não criar animais em áreas com alto índice de infestação e realizar a dedetização regular desses locais. Como forma de prevenção, também se pode usar medicamentos carrapaticidas, como coleiras repelentes, comprimidos e medicamentos tópicos de longa duração, que contenham ingredientes ativos como piretroides, fipronil, selamectina e flumetrina, sempre combinados com uma boa inspeção nos animais. Além disso, é importante realizar exames regulares para detectar a infecção ou possíveis sinais clínicos o mais cedo possível (GREENE, 2015; MEGID; RIBEIRO; PAES, 2016). 

4 MATERIAIS E MÉTODOS
1. COMITÊ DE ÉTICA DE USO DE ANIMAIS (CEUA)
Este trabalho foi submetido e aprovado pelo CEUA da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), protocolo nº 038/2015, além disso todo procedimento de coleta de sangue foi realizado com a concordância dos tutores, conforme as normas estabelecidas pelo comitê.
2. ÁREA DE ESTUDO
Um estudo observacional transversal entre os meses de março a junho de 2016 foi realizado na zona rural do município de Ilhéus (Figura 5), situado na mesorregião do Sul Baiano e microrregião de Ilhéus-Itabuna, este local tem como característica clima tropical úmido e bioma da Mata Atlântica (SANTANA, 2003). 
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Figura 5 –  Mapa da Bahia com destaque à direita da localização do município de Ilhéus. Fonte: (WIKIPEDIA, 2023).
Segundo o censo realizado em 2010 a cidade apresenta uma área de 1.588,56 km², na qual abriga uma população de 184.236 habitantes, a divisão em populações urbana e rural são dados do censo anterior que estimam os valores de 155.281 habitantes na zona urbana e 28.955 habitantes na zona rural (IBGE, 2022)(IBGE, 2010). A zona rural compreende 10 distritos (Figura 6), sendo eles: Aritaguá, Banco Central, Castelo Novo, Coutos, Inema, Japu, Olivença, Pimenteira, Rio do Braço, incluindo sua sede Ilhéus, os quais são compostos de povoados e vilarejos (Figura 6).
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Figura 6 – Mapa da zona rural de Ilhéus formado pelos distritos: Aritaguá, Banco Central, Castelo Novo, Coutos, Inema, Japu, Olivença, Pimenteira, Rio do Braço, incluindo sua Sede. Fonte: (Arquivo pessoal).
3. POPULAÇÃO DE ESTUDO E COLETAS DE AMOSTRAS
Para o cálculo amostral utilizou-se o software Epi Info™7.2.0.1. com um intervalo de confiança de 95%, considerando-se o tamanho da população canina como 10% da população total de habitantes da zona rural do município, obteve um total de 2.895 animais, (CIFUENTES, 1988), já a frequência estimada de animais positivos foi estabelecida em 50% e um erro de 6%. Tendo como base nessas premissas, foram amostrados cerca de 12% dos cães em cada um dos 10 distritos de Ilhéus, totalizando 300 cães domiciliados, independentemente de idade, raça ou sexo. 
Os cães amostrados foram inspecionados quanto a presença de ectoparasitas e avaliados clinicamente (cor de mucosas, temperatura, auscultação e palpação). As amostras de sangue foram colhidas através de punção da veia jugular, utilizando tubos a vácuo (vacutainer®) de 4,0 mL com anticoagulante (EDTA) e agulhas descartáveis para amplificação do DNA do bioagente estudado através de técnica molecular de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Os tubos foram identificados individualmente e transportados refrigerados ao Laboratório de Parasitologia Veterinária, da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Os carrapatos foram identificados de acordo com  para larvas (CLIFFORD; ANASTOS, 1960), para ninfas (MARTINS et al., 2010), para adultos (BARROS; BAGGIO, 1992) e (MARTINS et al., 2016), os quais foram removidos com pinças, colocados em frascos contendo etanol absoluto e mantidos a -20ºC até a identificação taxonômica em laboratório.
4. ANÁLISE MOLECULAR
O DNA foi extraído a partir de alíquotas de 200μl de sangue total, utilizando-se o kit Pure Link® (Invitrogen Life Technologies), conforme instruções do fabricante. A qualidade e concentrações do DNA extraído foram analisadas com o auxílio do Termo Scientific™ Nanodrop, um espectrofotômetro que se baseia na absorbância de cada amostra. Em seguida, todas as amostras foram armazenadas a -20°C até o uso para análise molecular. 
As amostras de DNA foram testadas individualmente para pesquisa do gene 18S rRNA, conforme Spolidorio et al. (2011), utilizando os primers HEP144-169 (5’-GGTAATTCTAGAGCTAATA-3’) e HEP743-718 (5’-ACAATAAAGTAAAAAACA-3’), os quais são responsáveis por amplificar um fragmento de aproximadamente 574 pares de base (bp). A solução de reação continha volume final de 25 L, sendo: PCR tampão (1x),  (1,5 mM), dNTP (0,2 mM), a cada primers (0,2 mM) e TaqDNA Polymerase (1,0 U). As condições de amplificação foram programadas para: desnaturação inicial por 5 minutos a 95ºC, 35 ciclos seguidos de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 50ºC, 1 minuto a 72ºC, seguidos por 7 minutos de extensão final a 72ºC (ALMEIDA et al., 2013).
O controle positivo foi obtido de uma amostra coletada no laboratório da clínica veterinária Casa do Bicho, onde foi diagnosticada por meio do exame direto de esfregaço sanguíneo com a visualização do parasito nas células leucocitárias, posteriormente foi submetido ao teste molecular e sequenciados confirmando a espécie, H. canis. Já o controle negativo utilizou-se água ultrapura Milli-Q®.
Todos os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% com tampão de corrida TAE (Tris-acetato-EDTA). Os géis foram corados com SYBR® Safe (Life Technologies, Carlsbad, Califórnia, EUA) e visualizados sob luz ultravioleta no fotodocumentador L-Pix Touch ® (Transiluminador L-PIX Toutch – Loccus Biotecnologia). As amostras que revelarem bandas de DNA na altura do controle positivo, portanto 574 bp, confirmaram a amplificação de nucleotídeos e, portanto, foram consideradas positivas para o agente.
5. PURIFICAÇÃO E SEQUENCIAMENTO 
Dez amostras detectadas positivas por meio da técnica de PCR foram purificadas através do kit PureLink™ PCR Purification, identificadas e enviadas para sequenciamento a Rede de Plataformas Tecnológicas Fiocruz (FIOCRUZ-BAHIA). A análise do sequenciamento foi realizada a partir da eletroforese capilar (Sanger modificado) na plataforma ABI 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) em ambas as direções. Os cromatogramas foram analisados através do software FinchTV 1.4.0 e suas sequências depositadas no GenBank.
6. ANÁLISE ESTATÍSTICA
As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Epi Info™7.2.0.1. (CDC, Atlanta, GA, EUA) com intervalos de confiança de 95%. Para a determinação da associação entre a positividade das amostras com a variáveis de risco foram calculadas primeiramente pelo teste do qui-quadrado (X²). Em seguida, uma análise multivariada foi realizada utilizando o método de regressão logística. Todos os modelos usados foram considerados um nível de significância de 5%.  

 5 RESULTADOS 
Na PCR convencional utilizando amplificadores das porções do gene 18S rDNA (Figura 7), foram analisadas 300 amostras de sangue de cães individualmente, dessas 42,3% (127/300) foram positivas para Hepatozoon spp. 
Os produtos da amplificação do gene 18S rDNA resultaram em 10 sequências de maior fragmento, demonstrando ser 99,6% - 100% idênticas às sequências disponíveis de isolados de H. canis de diversas localidades quando analisadas por BLASTn (Tabela 3). As sequências geradas no presente estudo, a partir dessas amostras de sangue de cães foram depositadas no GenBank sob o número de acesso SUB12505369.
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Figura 7 – Gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Safe sob luz UV. PCR para Hepatozoon spp. Amostras de cães numeradas 1 a 10 foram consideradas positivas. L: ladder; CP: controle positivo; CN: controle negativo.
	Tabela 3 – Percentuais de similaridade apresentados da análise de BLASTn dos isolados testados.

	ID
	Similaridade
(%)
	Cobertura
(%)
	E-Value
	Tamanho da sequência (bp)
	Nome específico
	Acesso
	Países

	AR11
	100.00%
	100%
	0.0
	678
	Hepatozoon canis
	MK757802.1
	Alemanha

	AR21
	100.00%
	100%
	0.0
	1663
	Hepatozoon canis
	MN393911.1
	Cuba

	AR27
	100.00%
	100%
	0.0
	1495
	Hepatozoon canis
	KX712129.1
	República Tcheca

	JA01
	99,6%
	100%
	0.0
	1816
	Hepatozoon canis
	MK091086.1
	Canadá

	JA04
	100.00%
	100%
	0.0
	1663
	Hepatozoon canis
	MN393911.1
	Cuba

	JA14
	100.00%
	98%
	0.0
	570
	Hepatozoon canis
	MT081050.1
	Brasil

	BC01
	99.8%
	100%
	0.0
	1561
	Hepatozoon canis
	LC169075.2
	Japão

	BC02
	100.00%
	100%
	0.0
	570
	Hepatozoon canis
	MT081050.1
	Brasil

	IN12
	100.00%
	96%
	0.0
	1495
	Hepatozoon canis
	KX712129.1
	República Tcheca

	IN13
	100.00%
	99%
	0.0
	634
	Hepatozoon canis
	MG254591.1
	Turquia




Constatou-se que houve associação entre a infecção de H. canis e as variáveis ter acesso a floresta (p=0,0001) e contato com outros animais (p=0,011) (Tabela 4). Essas variáveis foram confirmadas na análise multivariada (Tabela 5). 
	Tabela 4 – Análise bivariada dos fatores de risco associados a presença de Hepatozoon spp. detectados por análise molecular em sangue de cães no município de Ilhéus.

	Variáveis
	Prevalência
	Pos.
	Neg.
	X²
	P-valor
	OR
	IC95%

	Idade
	
	
	
	
1,81
	
0,178
	
1,37
	
0,86 – 2,19

	< 2
	45,45%
	52
	83
	
	
	
	

	> 2
	54,55%
	75
	87
	
	
	
	

	Sexo
	
	
	
	
0,01
	
0,917
	
1,02
	
0,62 – 1,69

	Macho
	68,58%
	86
	117
	
	
	
	

	Fêmea
	31,42%
	40
	53
	
	
	
	

	Raça
	
	
	
	
3,77
	
0,51
	
2,06
	
0,98 – 4,31

	Com raça
	13,18%
	11
	28
	
	
	
	

	SRD
	86,82%
	115
	142
	
	
	
	

	Parasitismo por carrapato
	
	
	
	
0,57
	
0,44
	
0,81
	
0,47 – 1,38

	Sim
	75,42%
	93
	131
	
	
	
	

	Não
	24,58%
	34
	39
	
	
	
	

	Acesso a Floresta
	
	
	
	
14,3
	
0,0001
	
2,46
	
1,54 – 3,95

	Sim
	47,14%
	76
	64
	
	
	
	

	Não
	52,83%
	51
	106
	
	
	
	

	Contato com outros animais
	
	
	
	
6,34
	
0,011
	
2,01
	
1,16 – 3,49

	Sim
	73,65%
	103
	115
	
	
	
	

	Não
	26,35%
	24
	54
	
	
	
	

	Pos. Positivo; Neg. Negativo; OR: Odds ratio; IC95%: Índice de segurança de 95%; (-): indefinido; *Significância estatística (p<0,05 – Qui-quadrado).




	
Tabela 5 – Análise multivariada (regressão logística) dos fatores associados à infecção de cães por Hepatozoon spp. no município de Ilhéus.

	Associação
	Análise Multivariada

	Variáveis
	OR
	IC95%
	P-valor

	Acesso a Floresta
	2,0886
	1,1743
	[bookmark: _Hlk126974063]0,0122

	Contato com outros animais
	1,7760
	1,0003
	[bookmark: _Hlk126974262]0,0499

	OR: Odds ratio; IC95%: Índice de segurança de 95%.



[bookmark: _Hlk126967071]Com relação ao parasitismo por ectoparasitas foram examinados 300 cães, desses 74,6% (224/300) estavam parasitados por carrapatos das espécies: Um total de 1.344 carrapatos (616 machos, 552 fêmeas, 169 ninfas, sete larvas) foram coletados de cães e identificados em cinco espécies: Rhipicephalus sanguineus sensu lato (sl) (1133 adultos, 134 ninfas, três larvas), A. ovale (27 adultos, uma ninfa), A. sculptum (dois adultos, 29 ninfas), Rhipicephalus microplus (seis adultos, quatro ninfas) e Amblyomma naponense (uma ninfa). Quatro larvas não puderam ser identificadas em nível de espécie e foram mantidas como Amblyomma spp. (DE OLIVEIRA et al., 2019).

6 DISCUSSÃO
Este é o primeiro relato de Hepatozoon spp. circulando em cães de áreas rurais da cidade de Ilhéus e também o primeiro a caracterizar a nível molecular quanto a espécie H. canis na Bahia. A prevalência de Hepatozoon spp. neste estudo foi de 42,3% (127/300). Este resultado corrobora com os 42,9% de positividade encontrados por Harvey et al. (2016) em cães de áreas rurais e urbanas da cidade de Ituberá, município também baiano com condições climáticas e ambientais similares.
Ilhéus é uma cidade costeira situada na região sul da Bahia, com um clima tropical quente e úmido, temperaturas moderadamente elevadas (médias variam de 21°C a 33°C) e uma alta umidade relativa durante todo o ano (variam 40% a 90%), segundo o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) e uma vasta mata Atlântica, remanescente da plantação de cacau. Essas condições climáticas e ambientais geram condições perfeitas para o desenvolvimento dos carrapatos, além da gama de hospedeiros, animais domésticos e selvagens, importantes para a proliferação desses vetores (DANTAS-TORRES, 2010).
No que diz respeito às questões vetoriais, cerca de 74,6% dos cães (224/300) estavam parasitados por carrapatos, os principais encontrados no presente estudo foram R. sanguineus A. sculptum e A. ovale, todos relacionados a transmissão de H. canis. Segundo Baneth et al. (2007) R. sanguineus é considerado o principal veiculador de H. canis. No Brasil, dependendo da região, diferentes espécies de carrapatos são encontrados parasitando os cães, espécies do gênero Amblyomma têm sido comprovados por meio de estudos que são também potenciais transmissores do agente, entre eles o A. ovale (FORLANO et al., 2005; O’DWYER et al., 2001; RUBINI et al. 2009). Nossos resultados não nos permitem determinar como esses cães foram infectados uma vez que os carrapatos não foram testados. 
Os estudos epidemiológicos que ocorrem no Brasil demonstram alta prevalência da hepatozoonose ocorrendo em cães de áreas rurais (FORLANO et al., 2005; O’DWYER et al., 2001; RUBINI et al. 2009). O presente trabalho realizado nas áreas rurais de Ilhéus reforça esse fato já conhecido e traz dois fatores de risco de significância, o contato com outros animais, sejam silvestres ou domésticos (p= 0,0499) e hábitos de ir às florestas (p= 0,0122), já existem estudos relatando a presença de A. ovale em carnívoros silvestres bem como em cães rurais (LABRUNA et al. 2005), a presença dele nos cães está provavelmente ligada ao compartilhamento de habitat com os animais silvestres que atuam como hospedeiro primário para o carrapato, além disso, esses animais possuem uma maior chance de predar animais silvestres com já relatado na literatura a presença de pequenos roedores infestados por carrapatos do gênero Amblyomma (BARROS; BAGGIO, 1992; MCCULLY et al., 1975; SMITH, 1996), a caça é uma atividade comum para a população rural do município e os cães são utilizados nesta atividade, favorecendo a entrada na floresta e se expondo a ingestão de carrapatos.
7 CONCLUSÃO
Por meio deste estudo, foi possível comprovar a circulação do Hepatozoon canis na população canina da zona rural de Ilhéus. 
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