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1. INTRODUCAO

As enfermidades transmitidas por carrapatos representam um desafio
crescente para a medicina veterinaria e a saude publica, devido a ampla
distribuicdo geografica, a elevada adaptabilidade dos vetores e ao potencial
zoonotico. Entre os agentes envolvidos, o Anaplasma platys — bactéria
Gram-negativa, intracelular obrigatéria, pertencente a ordem Rickettsiales e a
familia Anaplasmataceae — apresenta tropismo especifico pelas plaquetas,
sendo reconhecida como o agente etiolégico da trombocitopenia ciclica infecciosa
canina (LLANES, 2020; ATIF et al., 2021). Essa enfermidade, de ocorréncia
global, é transmitida principalmente pelo carrapato marrom (Rhipicephalus
sanguineus), vetor amplamente adaptado a diferentes condigbes ambientais e
responsavel pela disseminagcdo de outros hemoparasitos de importancia
veterinaria (ATTIPA et al., 2017; SNELLGROVE et al., 2020).

Embora os caes sejam considerados os principais hospedeiros, A. platys ja
foi detectado em felinos domésticos, diversos mamiferos silvestres e, de forma
relevante, em seres humanos — com registros na Venezuela e nos Estados
Unidos da América — evidenciando seu potencial zoondtico e reforcando sua
importancia sob a perspectiva da Saude Unica (ARRAGA-ALVARADO et al.,
2014; DAHLGREN et al., 2015). As infec¢gbes podem variar de assintomaticas a
sintomaticas graves, caracterizando-se por febre, letargia, anorexia, perda de
peso, linfadenomegalia, esplenomegalia e disturbios hemorragicos, como
petéquias e sangramentos espontaneos decorrentes de trombocitopenia
acentuada (SHAPIRO et al., 2017; ATIF et al., 2021). Coinfecgbes com Ehrlichia
canis, Hepatozoon canis e outros patdégenos transmitidos por carrapatos sao
frequentes e podem agravar o quadro clinico, prolongar a evolugado da doenca e
dificultar o diagnéstico diferencial (ATTIPA et al., 2017; DINIZ, 2022).

A patogénese caracteriza-se por ciclos recorrentes de parasitemia e
trombocitopenia, com intervalos de 8 a 15 dias, resultantes da destruicdo
plaquetaria direta pela replicagdo intracelular do microrganismo, associada a
mecanismos imunomediados. O diagndstico baseado exclusivamente em sinais
clinicos e achados hematolégicos € limitado pela inespecificidade e pela
sobreposicdo com outras hemoparasitoses (ATTIPA et al., 2017; ATIF et al.,
2021). A observagdo de corpusculos de inclusdo em plaquetas por meio de
esfregaco sanguineo, embora util, apresenta baixa sensibilidade em fases iniciais
ou de baixa parasitemia. Nesse contexto, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) destaca-se como ferramenta de referéncia, por sua elevada sensibilidade e
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especificidade na deteccdo do agente A. platys (BUDDHACHAT et al., 2020;
LLANES, 2020). Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo definir a
prevaléncia molecular de A. platys em amostras de sangues de caes atendida no
Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL), utilizando a PCR.

2. METODOLOGIA

Amostragem

Foram amostrados 62 caes provenientes de atendimentos realizados no
HCV/UFPel durante o primeiro semestre de 2024. Todas as analises e o
processamento das amostras foram realizados no Laboratério de Biologia
Molecular Veterinaria (LaBMol-Vet) da UFPEL.

Extracao e quantificagcao do DNA

O DNA gendmico total foi obtido a partir das amostras de sangue utilizando
0 reagente Brazol™ (LGC Biotecnologia®, Cotia, SP, Brasil), conforme protocolo
do fabricante. A pureza e a concentracdo do material genético foram
determinadas por espectrofotometria de absorvancia na faixa de luz ultravioleta,
empregando-se o0 equipamento NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). As amostras de DNA foram posteriormente armazenadas a
-70 °C até o processamento nas analises moleculares.

Identificagcao molecular de Anaplasma platys

A deteccdo de A. platys foi realizada por PCR convencional, utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos para a regido do gene 16S rDNA,
conforme descrito por Inokuma et al. (2000). O par de primers empregado foi:
Platys (5"-GAT-TTT-TGT-CGT-AGC-TTG-CTA-TG-3") e EHR16SR
(5-TAG-CAC-TCA-TCG-TTT-ACA-GC-3'), o que possibilita a amplificagdo de um
fragmento de 678 pares de bases.

As reagdes foram preparadas em volume final de 25 uL, contendo: 2,5 pL
de tampao 10x%, 0,5 yL de solugéo de dNTPs (0,2 mM de cada nucleotideo), 1,25
ML de MgCl: (1,5 mM), 0,5 uL de cada primer (0,2 pmol), 0,25 uL de Tag DNA
polimerase (1,25 U; Ludwig Biotecnologia®, Alvorada, RS, Brasil), 16,5 uL de
agua ultrapura estéril (Ludwig Biotecnologia®) e 2 yL de DNA gendmico da
amostra. Em todas as reagdes, foram incluidos controles positivo e negativo
(substituindo-se o DNA por agua ultrapura). O protocolo consistiu em
desnaturagao inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos compostos por
desnaturagao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos, finalizando-se com uma etapa de extensdo a
72 °C por 5 minutos.

Eletroforese em gel de agarose

Os amplicons obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, previamente corado com brometo de etidio. A visualizacao foi realizada
sob luz ultravioleta, em transiluminador, e o tamanho dos fragmentos foi estimado
utiizando marcador de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder; Ludwig
Biotecnologia®, Alvorada, RS, Brasil).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 62 amostras analisadas, 21 cades (33,9%) apresentaram resultado
positivo para A. platys, evidenciando uma ocorréncia relevante da infeccéo na
populagdo canina estudada. Entre os animais positivos, 11/21 (52,4%) eram
assintomaticos ou foram atendidos por outras enfermidades, enquanto 10/21
(47,6%) apresentaram sinais clinicos compativeis com A. platys, como: anemia,
petéquias, equimoses, perda de peso, mucosas palidas, letargia e/ou
linfadenomegalia, além de apresentarem trombocitopenia acentuada,
corroborando com estudos de Llanes (2020) e Atif (2021).

A presenca de A. platys tem sido identificada em diferentes paises. Na
Venezuela, foi detectado em 16% de 43 amostras sanguineas de caes; na Itélia,
em 3,7% de 135 amostras; no Chile (Santiago), em 20% de 30 amostras; e no
México, em 27% de 100 amostras (JEREZ-SULVARAN et al, 2024). Relatos de
casos de anaplasmose em humanos na Venezuela e nos Estados Unidos da
América indicam um potencial zoonético deste agente, reforgando a importancia
de sua vigilancia epidemioldgica (ARRAGA-ALVARADO et al., 2014; DAHLGREN
et al., 2015).

No Brasil, um estudo molecular realizado por Ramos (2010), em Recife, PE,
identificou A. platys em 48,78% das 205 amostras de sangue analisadas. Nesse
mesmo estudo, coinfecgdes envolvendo dois ou trés patégenos foram observadas
em 23,9% (49/205) dos caes avaliados. J& em Campo Grande, MS, entre 181
amostras analisadas, 108 (59,66%) foram positivas para E. canis, 28 (15,46%)
para A. platys e 18 (9,94%) apresentaram coinfeccdo por ambos os agentes
(SOARES, et al., 2017).

A deteccdo de A. platys tem sido relatada em diferentes espécies, incluindo
felinos (ARRAGA-ALVARADO et al., 2014; DAHLGREN et al., 2015). Estudos
moleculares confirmaram a presenca de DNA do agente em gatos, sugerindo que
esses animais possam atuar como reservatorios, hospedeiros ou sentinelas,
mesmo na auséncia de sinais clinicos evidentes (DAY, 2016; ANDRE et al., 2022).
Essa constatagao sugere que A. platys pode envolver multiplos hospedeiros e que
a vigilancia nao deve se restringir a populagéo canina.

E importante destacar que reacdes cruzadas entre A. platys, outras bactérias
da mesma familia e determinados hemoprotozoarios tém sido relatadas
(JEREZ-SULVARAN et al, 2024). Essas interagbes podem comprometer a
especificidade de métodos sorolégicos e exame direto (esfregago sanguineo),
resultando em diagndsticos falso-positivos, além de agravar a evolugao clinica do
paciente, reforcando a necessidade de confirmacdo por técnicas moleculares,
como a PCR.

Dito isso, é relevante ressaltar que os resultados apresentados séao
preliminares. As 62 amostras ainda serdao submetidas a PCR para investigacao de
outros agentes, incluindo E. canis, Babesia spp., Rangelia vitalii e H. canis.

4. CONCLUSOES

O estudo demonstra a circulagdo de A. platys em caes atendidos no HCV
da UFPEL, com prevaléncia molecular prévia de 33,9%, reforgcando a importancia
do uso de técnicas diagnosticas sensiveis e especificas. Além disso, ressalta-se a
necessidade de investigar coinfecgdes com outros hemoparasitos transmitidos por
carrapatos, a fim de ampliar o conhecimento epidemiolégico e contribuir para o
desenvolvimento de protocolos diagnosticos e terapéuticos mais eficazes.
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