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1. INTRODUCAO

Os animais domésticos, como cées e gatos, sao afetados por inUmeras enfermi-
dades e, entre estas, destacam-se as hemoparasitoses, causadas por organismos
intracelulares obrigatdrios de células sanguineas. Os agentes podem ser transmitidos
por artropodes hematéfagos, como carrapatos e pulgas, bem como, por via iatrogé-
nica. Entre os géneros frequentemente observados ressaltam-se: Hepatozoon, Babe-
sia, Anaplasma e Mycoplasma; sendo responsaveis por provocar sinais clinicos se-
melhantes e inespecificos, dificultando o diagndstico diferencial (BERNARDINO et al.,
2016; FERRAZ et al., 2021).

Geralmente, o diagndstico de hemoparasitos é realizado por meio de exame di-
reto em esfregaco sanguineo, no entanto, este apresenta baixas sensibilidade e es-
pecificidade (LEAL et al., 2015). Diante disto, é importante complementar o diagnés-
tico com o uso de outras técnicas, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
uma vez que tem como caracteristica a deteccao do agente com alta sensibilidade e
especificidade (GOTTLIEB et al., 2016).

Perante o exposto, torna-se imprescindivel a realizacéo de diagndstico molecular
de hemoparasitoses, com objetivo de identificar os agentes circulantes e de disponi-
bilizar um diagndstico mais preciso, orientando o inicio do tratamento de forma mais
rapida. Ademais, é importante a avaliacdo dos protocolos utilizados na extracdo do
DNA, bem como a padronizacao das reac¢des da PCR.

2. METODOLOGIA

Amostras e Local de processamento

Foram utilizadas 16 amostras sanguineas, com EDTA, de cdes e gatos com
suspeitas de hemoparasitoses, atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV)
da Universidade Federal de Pelotas.O n amostral foi calculado com base nas
prevaléncias encontradas em estudos. As técnicas foram executadas no Laboratorio
de Biologia Molecular Veterinaria (LaBMol-Vet), da Faculdade de Veterinaria da
UFPel.

Foram obtidas dez amostras sanguineas de animais positivos para 0s géneros
Hepatozoon, Babesia, Anaplasma e Mycoplasma, do Laboratério de Diagndstico
Veterinario FoccoVet e do Laboratorio de Doencas Parasitarias (LADOPAR) da
Faculdade de Veterinaria da UFPel.

Extracdo de DNA
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Todas as 16 amostras foram submetidas a extracdo de DNA genémico (gDNA)
total utilizando o método por coluna PetNAD™ Nucleic Acid Co-prep Kit, seguindo as
orientacdes do fabricante. Paralelamente, trés destas amostras foram extraidas pelo
método quimico com o reagente Brazol™. Além disso, as dez amostras positivas
foram submetidas também a extracao pelo método por coluna PetNAD™ Nucleic Acid
Co-prep Kit e/ou pelo método quimico com o reagente Brazol™.O gDNA obtido em
ambos os métodos de extracdo foi armazenado a -20 °C para posterior realizacéo da
PCR.

Andélise da quantidade e qualidade do DNA

Para a andlise de pureza e concentracdo do DNA extraido das amostras foi
usado um espectrofotdmetro de luz UV (NanoDrop®). A analise da quantidade de
DNA é de acordo com a propriedade da molécula de absorver radiacdo UV no
comprimento de onda de 260 nm e, mediante a razdo 260 nm/280 nm aferida nas
amostras, foi possivel determinar a pureza do DNA extraido.

Selecédo de Primers

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos serdo utilizados
posteriormente na PCR e foram selecionados a partir de estudos previamente
publicados, conforme Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias correspondentes aos primers que serao utilizados nas
PCRs em amostras sanguineas de cdes e gatos HCV da UFPel.

Espécie Tamanho do

(gene alvo)

Oligonucleotideos

amplicon (pb)

Referéncia

Hepatozoon Canis
(18s RNA)
Anaplasma platys
(18s RNA)
Anaplasma phagocytophilum

(p44)

Babesia vogeli
(18s RNA)

Babesia gibsoni
(18s RNA)

Mycoplasma haemofelis

Candidatus Mycoplasma
haemominutum (16sRNA)

Candidatus Mycoplasma turicensis

(16sRNA)

»5-ATACATGAGCAAAATCTCAAC-3
<45-CTTATTATTCCATGCTGCAG-3'
»5-GGTACCYACAGAAGAAGTCC -3'
45'-GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG-3'

»5-TGGTGGTGCGGGATATTTCTATGTGCCC-3'

45'-ATTCCGAGGATCAGGTGTG-3'
»5-GGCTCATTACAACAGTTATAG-3'
45'-CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC-3'
»5-CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC-3'
45'-GGACTACGACGGTATCTGATCG-3'
»5'-ACG AAA GTC TGA TGG AGC AAT A-3'

45-ACGCCCAATAAATCCGRATAA-3'

»5'-CATCAGACAGAAGGGGGATTTAAAGGTG-3'

45-ACGCCCAATAAATCCGRATAA-3'

666

678

334

930

800

170

193

1230

Inokuma et al., 2001

Inokuma et al., 2001

Levin et al., 2002

Jefferies et al., 2007

Kamyingkird et al., 2021

Kamyingkird et al., 2021

» = foward; « = reverse.

Gradiente de temperatura e concentragao
Foi realizado um gradiente de temperatura e concentragcdo, com o objetivo de
padronizar a técnica de identificacdo do hemoparasito Hepatozoon canis, a fim de se
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obter a repetibilidade para a execucdo do procedimento na rotina laboratorial. Foi
testado o cloreto de magnésio (MgClz) nas concentragfes de 1,0 mM e 1,25 mM. Além
disso, para determinar a temperatura adequada de anelamento dos primers, uma PCR
com gradiente de temperatura foi realizada com referéncia a temperatura média de
dissociacdo dos primers com variacdo de x5°C (Inokuma et al., 2001), conforme
Tabela 2.

Os produtos obtidos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2%. O gel foi corado em brometo de etidio e a visualizagdo dos produtos
amplificados sob luz UV, por meio de transiluminador.

Tabela 2: Comparativo dos ajustes realizados na padronizacéo da técnica de
PCR para deteccédo de Hepatozoon canis.

Experimentos Fase de Desnaturagdo Fase de anelamento Fase de Extensao

95°C por 30 segundos

12 Experimentacgéo 94°C por 2 minutos 55,8°C por 30 segundos  72°C por 5 minutos
72°C por 90 segundos
95°C por 30 segundos

22 Experimentacao 94°C por 2 minutos 58°C por 30 segundos 72°C por 5 minutos
72°C por 90 segundos
95°C por 30 segundos

32 Experimentacao 94°C por 2 minutos 60,6°C por 30 segundos  72°C por 5 minutos
72°C por 90 segundos
95°C por 30 segundos

43 Experimentacao 94°C por 2 minutos 62,8°C por 30 segundos  72°C por 5 minutos
72°C por 90 segundos
95°C por 30 segundos

52 Experimentacéo 94°C por 2 minutos 64°C por 30 segundos 72°C por 5 minutos
72°C por 90 segundos

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O DNA foi extraido de 16 amostras por meio do PetNAD™ Nucleic Acid Co-prep
Kit, onde se verificou que a média da razédo 260/280 foi de 1,82, com a quantidade
média de DNA de 18,13 ng/pL. Em trés amostras foi repetido a extragdo do DNA com
Brazol™, em decorréncia da reduzida concentracdo obtida, conforme Tabela 3.

Tabela 3: Resultados obtidos da extracdo de DNA das trés amostras pelo
reagente Brazol™ em comparacdo com o PetNAD™ Nucleic Acid Co-prep Kit.

PetNAD™ Brazol™
Amostras
260/280 [1ng/ul 260/280 [1ng/ul
1 1,84 8,5 1,78 1.419
2 2,07 3,5 1,8 157,9
3 1,82 9,4 1,71 82,2

A obtencdo de DNA para a utilizacdo na PCR para fins de diagnostico deve se-
guir um protocolo em que se obtém amostras de alta pureza e em elevada concentra-
cao (KALIA et al., 1999). Assim, amostras puras de DNA apresentam a razéo da ab-
sorbancia 260/280 entre 1,8 e 2,0, enquanto razbes menores indicam contaminacgéo
por proteinas, ja, valores acima desta razdo, sugerem contaminacdo por fendis. E
importante ressaltar que a absorcéo de 4cidos nucléicos ocorre em 260 nm, ja as de
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proteinas em 280 nm (NICKLAS, 2003). No presente estudo, o valor minimo da razéao
260/280 aceito foi de 1,6.

Com relacéo ao gradiente de temperatura e concentracédo, foi obtido uma banda
ténue, em 666 pb, na temperatura de 58 °C e na concentracao de MgCl2 de 1,25 mM.
No entanto, é necessaria a realizacao de mais experimentos para se obter um resul-
tado satisfatorio. O n amostral selecionado foi de 69 amostras, no qual 16 ja foram
processadas. Além disso, os demais primers estdo em processo de padronizacéao da
técnica e, em um momento posterior, as amostras serdo submetidas a PCR para todos
0S géneros citados ao longo do presente estudo.

4. CONCLUSOES
Diante do exposto, fica em evidéncia a importancia da pesquisa, uma vez que é
imprescindivel a determinacdo das hemoparasitoses de cdes e gatos presente na
regido. Além disso, a extracao € uma etapa fundamental na obtencédo de DNA puro e
em elevada quantidade, sendo necessaria a avaliacdo dos protocolos utilizados, bem
como a padronizacao das reacdes de PCR.
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