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DIVERSIDADE GENETICA DE Hepatozoon spp. EM ROEDORES NO
BRASIL

Resumo - O género Hepatozoon spp. engloba protozoérios parasitas de uma
ampla variedade de vertebrados terrestres. Recentemente, vem se
investigando o possivel papel de roedores como hospedeiros intermediarios e
paraténicos nos ciclos de transmissao de espécies de Hepatozoon parasitas de
carnivoros domeésticos e selvagens. O presente estudo teve como objetivo
investigar a presenca e caracterizar o DNA de Hepatozoon spp. em amostras
de baco de 31 géneros de roedores amostrados em cinco biomas brasileiros.
Das 462 amostras analisadas 195 amostras foram positivas em um ou ambos
0os protocolos utilizados. Hepatoozon spp. foi detectado em 24 géneros de
roedores, com primeiro relato da infeccdo pelo referido parasita em Rattus
rattus, Mus musculus, Proechimys roberti, P. cuvieri, G. spixii, Hylaeamys
megacephalus, Gracilinanus agilis, Cerradomys scotti, C. akroai, C. marinhus e
Wiedomys cerradensis. As andlises Bayesiana e de Maxima Verossimilhanca
das sequéncias 18S rRNA obtidas mostraram a presenca de trés clados
de Hepatozoon, sendo um clado composto por sequéncias de Hepatozoon sp.
detectados em roedores e répteis (cobras, jacarés e lagartos), um clado
composto por Hepatozoon americanum e espécies de Hepatozoon detectadas
em canideos e felideos selvagens, e um clado agrupando Hepatozoon
canis e Hepatozoon spp. detectados em canideos domésticos e selvagens
e Rhipicephalus sanguineus. As sequéncias de Hepatozoon do presente
estudo foram agrupadas no clado de roedores e répteis. A analise de distancia
pelo software Splitstree revelou que as sequéncias do presente estudo foram
agrupadas em um grupo com sequéncias de Hepatozoon de outros roedores
do Brasil e do mundo, préximas as sequéncias de Hepatozoon detectadas em
répteis. As sequéncias de Hepatozoon obtidas de felideos e canideos
formaram grupos distintos daquelas detectadas em roedores. Para andlise de
haplétipos 18S rRNA de Hepatozoon spp. detectados em roedores em outros
estudos realizados no Brasil até o presente momento foram escolhidas
26 sequéncias e a analise foi realizada com o software TCS. Seis haplétipos
foram encontrados, sendo o haplétipo 1 o mais frequente. Os resultados do
presente estudo sugerem a existéncia de estruturacdo genética das espécies
de Hepatozoon que ocorrem em roedores no Brasil de acordo com a localidade
geogréfica.

Palavras-chave: 18S rRNA, hepatozoonose, filogenia, diversidade haplotipica,
Rodentia
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GENETIC DIVERSITY OF Hepatozoon spp. IN RODENTS IN BRAZIL

Abstract- The Hepatozoon spp. genus includes protozoan parasites of a wide
range of terrestrial vertebrates. Recently, the role of rodents as intermediate
and paratenic hosts in the transmission of Hepatozoon species parasites of
domestic and wild carnivores, has been investigated. The present study aimed
to investigate the presence and characterization of Hepatozoon spp. in spleen
samples of 31 genera of rodents sampled in five Brazilian biomes. Out of 462
samples analyzed, 195 were positive in one or in both protocols. Hepatoozon
spp. was detected in 24 genera of rodents, with the first report of the infection in
Rattus rattus, Mus musculus, Proechimys roberti, P. cuvieri, G. spixii,
Hylaeamys megacephalus, Gracilinanus agilis, Cerradomys scotti, C. akroai, C.
marinhus and Wiedomys cerradensis. Bayesian and Maximum Likelihood
analyzes of the obtained 18S rRNA sequences demonstrated the presence of
three clades of Hepatozoon, one clade being composed of Hepatozoon sp.
detected in rodents and reptiles (shakes, alligators and lizards), a clade
composed of Hepatozoon americanum and Hepatozoon species detected in
canids and wild felids, and a clade grouping Hepatozoon canis and Hepatozoon
spp. detected in domestic and wild canids and in Rhipicephalus sanguineus.
Hepatozoon sequences of the present study were grouped in the clade of
rodents and reptiles. Distance analysis by Splitstree software revealed that the
sequences of the present study were grouped into a group with Hepatozoon
sequences from other rodents from Brazil and the world, close to the
Hepatozoon sequences detected in reptiles. For analysis of 18S rRNA
haplotypes of Hepatozoon spp. detected in rodents from other studies
conducted in Brazil up to the moment, 26 sequences were chosen and the
analysis was performed with the TCS software. Six haplotypes were found, with
haplotype 1 being the most frequent. Results of the present study suggest the
existence of genetic structuring of Hepatozoon species in rodents in Brazil
according to the geographical location.

Key-words- 18S rRNA,hepatozoonose,phylonegy, haplotypic diversity,
Rodentia.
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1. INTRODUCAO

O género Hepatozoon pertence a um dos seis géneros de
hemoparasitas chamados hemogregarinas, possuindo um ciclo de vida
heteroxeno envolvendo um hospedeiro invertebrado definitivo e um hospedeiro
vertebrado intermediario. Estudos vém detectando a presenca de espécies
Hepatozoon em mamiferos domeésticos e selvagens, aves, répteis, anfibios no
mundo (Smith 1996).

A epidemiologia da hepatozoonose em animais selvagens e domeésticos
no Brasil ainda ndo esta totalmente elucidada. Além de cédes domésticos,
Hepatozoon spp. estdo amplamente difundido pelo Brasil e ja foram detectadas
em uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados, incluindo felinos
domeésticos (André et al., 2015), felideos e canideos selvagens (André et al.,
2010), répteis (O’'Dwyer et al., 2013), roedores (Wolf et al., 2016; Demoner et
al., 2016; Sousa et al., 2017), marsupiais (Sousa et al., 2017) e quatis (Sousa
et al., 2017). Haplotipos de Hepatozoon encontrados circulando em roedores
selvagens apresentam um maior grau de polimorfismo quando comparados aos
encontrados em canideos domésticos e selvagens e procionideos no Pantanal
sul-matogrossense (Sousa et al., 2017).

Roedores atuam como importantes elos ecolégicos nas complexas
cadeias epidemioldgicas de enfermidades transmitidas por carrapatos. Estes
mamiferos, além de atuarem como hospedeiros para diversas espécies de
carrapatos, assumem o papel de reservatorios de inumeros patdégenos
veiculados por artropodes (Randolph et al., 1999; Guglielmone e Nava, 2010;
Guglielmone et al., 2011).

Espécies de Hepatozoon sp. vém sendo detectadas em roedores em
diversas regibes do mundo. No Brasil, os estudos realizados ainda séo
escassos e pontuais (Criado-Fornélio et all., 2009; Wolf et al., 2016, Demoner
et al., 2017; Sousa et al;. 2017; Soares et al., 2017; Gomes et al., 2018;
Demoner et al.,, 2018). Dentro deste contexto, o papel dos roedores na
epidemiologia das espécies de Hepatozoon spp. circulantes no Brasil deve ser
investigado. Considerando que o0s estudos prévios sao pontuais e nao
abrangem todos os biomas brasileiros, o presente trabalho mostra-se valioso

uma vez que a investigacao de Hepatozoon spp. em diferentes regibes com



caracteristicas climaticas e ambientais diversas pode fornecer informacdes
sobre a distribuicdo geografica do protozoario, bem como a diversidade de
hospedeiros e estruturacdo genética desse patdégeno, contribuindo para o
esclarecimento da epidemiologia da hepatozoonose.

Assim, o atual estudo prop0Oe verificar a ocorréncia de Hepatozoon sp.
em populacdes de roedores em cinco diferentes biomas no Brasil, tracar
inferéncias filogenéticas das sequéncias 18S rRNA de Hepatozoon spp. de
roedores com aquelas detectadas em outros hospedeiros, e avaliar a existéncia
de estruturacdo genética das espécies de Hepatozoon detectadas em roedores

no Brasil.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente etioldgico e Ciclo bioldgico

O género Hepatozoon compreende protozoarios hemoparasitas do filo
Apicomplexa que infectam uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados
em todo o mundo (Ramos et al., 2015). No ciclo de vida desse parasita, dois
hospedeiros séo necessarios: o hospedeiro definitivo (vetor invertebrado) e um
hospedeiro vertebrado intermediario (Smith, 1996; Simpson et al., 2006).
Diferentemente das outras bacterioses e protozoonoses transmitidas por
carrapatos, a hepatozoonose é transmitida por meio da ingestdo do hospedeiro
definitivo, um invertebrado contendo oocistos de Hepatozoon, pelo animal
(hospedeiro intermediario) (Baneth et al., 2003). A infeccdo também pode ser
adquirida por transmissao intrauterina ou predacao (Maia et al., 2014; Modry et
al., 2017; Hodzi¢ et al., 2018).

Apos ingestdo do hospedeiro invertebrado contendo oocistos maduros
de Hepatozoon, esporozoitos sédo liberados no sistema gastrointestinal do
hospedeiro vertebrado. Os esporozoitos penetram na parede intestinal e,
depedendo da espécie de Hepatozoon, séo transportados por via hematdgena
para diferentes 0Orgdos, tais como tecidos do sistema hemolinfatico (baco,
medula éssea, linfonodos, figado), musculatura estriada, pulmdes e rins, onde
sdo formados os merontes (Baneth e Weigler, 1997). Apés o rompimento dos

merontes maduros, 0s merozoitos liberados invadem as células brancas em



mamiferos e eritrocitos em répteis, anfibios e aves, onde originam os estagios
de gamontes ou gametdcitos. Tais formas evolutivas circulam no sangue
periférico e séo ingeridas pelo vetor invertebrado competente durante o repasto
sanguineo. O ciclo no vetor inclui a producdo de micro e macrogametas que se
fusionam e desenvolvem oocistos poliesporocisticos (Smith, 1996; Smith e
Desser, 1997; Allen et al., 2011; O’Dwyer, 2011) (Figura 1).

(e)
Ingest3o do carrapato N

Esporozoitos

penetram no intestino

(d)

Occistos maduros
na hemocele

' . .

(b) Carrapato

‘ y @) o Liberagio de
._;.._ -
e fertilizagdo : merontes maduros
(a) ()}
Carrapatos ingeram Merozoitos
gamontes durante penstram nos
repasto sanguineo leucocitos

TRENOS in Parastoiogy

Figura 1. Ciclo de vida de Hepatozoon spp. (a) Os leucdcitos infectados com
gamontes, que circulam no sangue periférico, sado ingeridos pelo invertebrado
durante o repasto sanguineo. (b) Os gamontes, que sao liberados de leucécitos
e se diferenciam em gametas. A fertilizacdo é seguida pela criacdo de zigoto.
d) Oocistos se desenvolvem nas células do intestino e se projetam para o
hemocele a medida que amadurecem e aumentam. e) Um invertebrado
contendo oocistos de Hepatozoon é ingerido por um cédo ou outro hospedeiro
vertebrado. (f) Esporocistos séo liberados dos oocistos. Os esporozoitos
invadem o intestino do vertebrado e sao transportados (possivelmente dentro
de uma célula fagocitaria) para os tecidos alvo do hospedeiro. (g) Ocorre a
formacdo de merontes no processo de merogonia. (h) Os merozoitos sao
libertados de merontes maduros. (j) Os merozoitos penetram nos leucdcitos e
se transformam em gamontes. (k) Os gametdcitos nos leucécitos alcancam a
circulacdo sanguinea e podem ser ingeridos por invertebrados (Adaptado de
Baneth et al., 2003).



2.2 Transmisséo

O ciclo de vida de Hepatozoon spp. inclue um hospedeiro invertebrado
(Smith, 1996; Simpson et al., 2006), o qual pode ser representado por
carrapatos, pulgas, moscas, mosquitos ou piolhos (Lainson et al.,, 2003;
Vincent-Johnson, 2003; Watkins et al., 2006; Rubini et al., 2009).

Até o momento, o unico vetor conhecido de H. americanum €& o
carrapato-da costa-do-Golfo, Amblyomma maculatum (Ewing et al., 2002;
Vincent-Johnson, 2003), que € uma espécie de artrépode que ja foi relatada em
paises da América Central e do Norte (Guglielmone et al., 2003; Teel et al.,
2010). Nas regides tropicais e subtropicais do mundo todo, incluindo Brasil e
Estados Unidos, sabe-se que H. canis é transmitido pelos carrapatos
Amblyomma ovale (Forlano et al., 2005; Forlano et al., 2007; Rubini et al.,
2009), Haemaphysalis longicornis, Haemaphysalis flava (Murata et al., 1995), e
pelo carrapato vermelho-do-cdo, Rhipicephalus sanguineus sensu lato. No
Brasil, a participacdo do R. sanguineus na transmissdo do H. canis deve ser
melhor investigada (Gomes et al., 2016), haja vista que alguns estudos
preliminares apontam que a linhagem tropical do carrapato R. sanguineus
mostre pouca ou nenhuma importancia na transmissao do referido parasita no
Brasil (Demoner et al., 2013). Em Minas Gerais, oocistos esporulados de H.
canis foram observados em Rhipicephalus (Boophilus) microplus coletados de
cades domésticos naturalmente infectados (de Miranda et al., 2011). Na regido
do Pantanal matogrossense, DNA de H. canis foi detectado pela PCR em
carrapatos Amblyomma sculptum coletados de cdes domésticos naturalmente
infectados (Melo et al., 2016). Os autores relataram que possivelmente o DNA
detectado poderia ter origem no sangue ingerido pelo artropode, uma vez que
A. sculptum néo parece ter importancia na transmissdo de Hepatozoon spp. no
Brasil (Demoner et al., 2013)

A transmissdo de Hepatozoon sp. por acaros e pulgas parece ter
grande importancia em roedores. Miller (1908) descreveu, pela primeira vez, o
ciclo sexuado de Hepatozoon muris (sin. Hepatozoon perniciosum) em acaros
da espécie Laelaps echidninus coletados de Rattus novergicus (sin. Mus
decumanus). Posteriormente, Hoogstraal (1965) descreveu o ciclo sexuado de
Hepatozoon balfouri em &caros da espécie Haemolaelaps aegyptius

amostrados de roedores Jaculus jaculus. Watkins et al. (2006) sugeriu a



participacdo de sifondpteros no ciclo biolégico de Hepatozoon spp. em
roedores, com base na observacao de oocistos de Hepatozoon sp. em pulgas
da espécie Megabothris abantis, colhidas de roedores da espécie Microtus

montanus nos Estados Unidos.

2.3 Epidemiologia

No Brasil, tem-se detectado a presenca de espécies de Hepatozoon em
mamiferos selvagens, répteis e anfibios. André et al. (2010) detectou a
presenca de Hepatozoon em uma onca parda (Puma concolor), quatro gatos-
do mato-pequeno (Leopardus tigrinus) e em um gato-mourisco (Puma
yagouaroundi) mantidos em cativeiro no Estado de Sao Paulo e em Brasilia.
Nesse mesmo trabalho, foi detectado Hepatozoon sp. em cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous), lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) e cachorro-vinagre
(Speothus venaticus). Gendtipos geneticamente relacionados a H. americanum
vém sendo detectados em canideos selvagens (Criado-Fornelio et al., 2006;
André et al., 2010), gatos (André et al., 2015) e, mais recentemente, em caes
(Gomes et al.,, 2016). Sousa et al. (2017) detectou Hepatozoon em quatis
(Nasua nasua), em jaguatirica (Leopardus pardalis) e em um marsupial
(Thylamys macrurus) amostrados no Pantanal. Recentemente, H. procyonis foi
detectado em quatis (Nasua nasua) no estado de S&o Paulo (SILVA et al.,
2018). Em répteis, ja foram descritas espécies de Hepatozoon sp. parasitando
hemacias de serpentes e jacarés. Em serpentes, espécies de Hepatozoon
foram detectadas nas espécies Boa constrictor amarali, Crotalus durissus
terrificus, Philodryas patagoniensis e Hydrodynastes gigas, no Estado de S&o
Paulo (Pessoa et al., 1974; Moco et al., 2002, O'Dwyer et al. 2003, O'Dwyer et
al. 2011b, Moco et al. 2012). Em jacarés, H. caimanii foi detectado em Caiman
crocodilus yacare no Pantanal (Bouer et al.,, 2017; Soares et al., 2017). Em
anfibios, o agente foi detectado em espécimes de Leptodactylus chaquensis e
Leptodactylus podicipinus amostrados no Pantanal (Leal et al., 2015).

2.4 Sinais Clinicos
A doencga causada por Hepatozoon spp. parece apresentar carater
subclinico em animais selvagens (Metzger et al, 2008; André et al., 2010),

embora existam relatos de doenca clinica severa em coiotes (Canis latrans)



nos Estados Unidos (Kocan et al., 2000) e mortalidade em hienas (Crocuta
crocuta) na Africa (East et al., 2008). Hepatozoon sp. também pode atuar como
agente patogénico potencial oportunista em animais imunocomprometidos ou
com infec¢des concomitantes (Kubo et al, 2006).

Em cées, a infeccdo por H. canis pode manifestar-se em trés
apresentacdes clinicas: subclinica, que € provavelmente a mais comum;
aguda, que se manifesta aproximadamente uma semana antes da morte do
animal; e crbnica, que possui fases de expressao clinica e remissao (Barton et
al., 1985). O principal achado clinico em cées infectados com o referido
parasita € caquexia, acompanhada de atrofia muscular, mais visivel na regido
temporal. A supresséo do sistema imune causada por infecgdes concomitantes
ou medicacdes imunossupressoras podem influenciar a patogénese de uma
nova infeccdo por H. canis ou reativar uma infeccao ja existente (Baneth et al.,
2001).

A doenca causada por H. americanum em canideos se apresenta de
forma mais severa, e tem como principais sinais clinicos febre, letargia,
depressdo, mialgia, anormalidades na marcha, perda de massa muscular e
relutancia para andar e levantar, causada pela grande quantidade de cistos
formados na musculatura esquelética e lesdes proliferativas 6sseas. Sem
tratamento especifico, a emaciacdo e perda cronica da musculatura levam ao

Obito dentro de alguns meses (Droleskey, 1993).

2.5 Diagnostico

O diagnéstico da hepatozoonose é usualmente baseado na observagéo
de gamontes em esfregacos sanguineos (Baneth et al., 2003; O’'Dwyer et al.,
2006; Mundim et al., 2008a) e cistos (em estagio de merogonia) encontrados
em tecidos do hospedeiro (Baneth e Shkap 2003; Cardoso et al., 2014). Apesar
de o esfregaco sanguineo ser um exame simples e que pode ser realizado por
profissionais sem prévia experiéncia, esse método pode resultar em
diagnésticos falsos negativos, especialmente nos casos em que a parasitemia
€ baixa ou intermitente (Karagenc et al., 2006). Embora testes sorologicos
como o ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) sejam mais sensiveis
do que esfregacos sanguineos de sangue periférico (Shkap et al., 1994;
Karagenc et al., 2006), e sejam validos para estudos epidemioldgicos, tais



técnicas necessitam um antigeno obtido de amostras de cdes com alta
parasitemia, e portanto, apresentam limitagbes que podem dificultar o
diagnostico (O’Dwyer, 2011).

Os testes moleculares, tais como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) tendo como alvo o gene 18S rRNA de Hepatozoon spp. sdo métodos
sensiveis para o diagnostico da hepatozoonose (Inokuma et al., 2002; Criado-
Fornelio et al., 2003; Aydin et al., 2015). Ainda, a sensibilidade dessa técnica
pode ser aumentada com a utilizacdo de protocolos do tipo nested (nPCR),
semi-nested PCR ou em tempo real (gPCR), fornecendo resultados
satisfatérios em animais com baixa parasitemia (Inokuma et al., 2002). Até o
presente momento, as sequéncias do gene 18S rRNA compreendem o0s Unicos
dados genéticos sobre espécies de Hepatozoon infectando carnivoros (Modry
et al., 2017). A maior parte das sequéncias tem um comprimento de cerca de
250-700pb e sugere um carater monofilético de espécies de Hepatozoon de

carnivoros (Barta et al., 2012; Najm et al., 2014).

2.6Hepatozoon spp. em roedores

Roedores atuam como importantes elos ecoldgicos nas complexas
cadeias epidemioldgicas de enfermidades transmitidas por carrapatos. Estes
mamiferos, além de atuarem como hospedeiros para diversas espécies de
carrapatos, assumem o papel de reservatorios de inameros patdgenos
veiculados por artropodes (Randolph et al., 1999; Guglielmone e Nava, 2010;
Guglielmone et al., 2011).

Espécies de Hepatozoon sp. vém sendo detectadas em roedores em
diversas regides do mundo. O primeiro trabalho relatando a presenca de
gametoécitos de Hepatozoon em ratos de laboratério (Rattus novergicus) foi
publicado em 1908 nos Estados Unidos (Miller 1908). A partir desse trabalho,
diversos outros foram realizados na busca de compreender o ciclo e
prevaléncia desse hemoparasita em roedores na Europa, Africa , América do

Norte, Asia e América do Sul (Figura 2, Tabela 1).
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Figura 2. Distribuicdo geogréfica e ocorréncia de Hepatozoon spp. em roedores

ao redor do mundo.

Tabela 1. Estudos realizados objetivando a pesquisa de Hepatozoon sp. em

roedores na Europa, Africa , América do Norte, Asia e América do Sul.

América do Norte

Pais Espécies Material Metodologia Prevaléncia Referéncia
Estgdos Rattqs Sangue Esfreqago ) Miller 1908
Unidos novergicus sanguineo
Estados Rattus s Esfregaco 4,50% Eyles, 1952

; ; angue .
Unidos novergicus sanguineo

. Sangue:
Estados sciurus O eeen,  sangueve  SLOSWFIB0. oy o
Unidos carolinensis ’ >anguineo baco e medula ’
sangue Histopatoldgico .
Ossea

Estados Microtus Figado Histopatoldgico 14,28% Ohbayashi,
Unidos oeconomus 1971
Estados Microtus Esfregago Watkins etal,

; Sangue A 8,33% 2006
Unidos montanus sanguineo

S
Sigmodon 58 /;i?gi’(r;:;don
Estados hispidus Sangue PCR 18S 33p30/ Jonhson et al.,
Unidos Peromyscus 9 rRNA 570 2009
| Peromyscus
eucopus |
eucopus
Pulmao,
. figado
Estados Sigmodon 5 . - o Breshears et
Unidos hispidus _coracéo, Histopatoldgico 58,06% al.. 2009
masculo, bago,
rins e cérebro

Estados Neotoma Coragéo, PCR 18S 5,55% Allen et al.,
Unidos fuscipes sangue, rRNA Peromyscus 2011




Neotoma figado,baco leucopus
micropus 5,55%
Peromyscus Peromyscus
leucopus gossypinus
Sigmodon 11,11%
hispidus Neotoma
Peromyscus fuscipes
gossypinus 11,11%
Sciurus Neotoma
carolinensis micropus
Marmota 11,11%
monax Sigmodon
hispidus
11,11%
Sciurus
carolinensis
11,11%
Marmota
monax
América do Sul
Pais Espécies Material Metodologia Prevaléncia Referéncia
. Rattus Esfregago Carini et al.,
Brasil novergicus Sangue sanguineo i 1910
Guiana Coendqg Esfregaco 2% Coendou de Thoisy et
Francesa prehensilis Sangue sanguineo prehensilis al., 2000
C. melanurus B
Brasil Hydrochoerus Criado-
hydrochaeris Sangue PCR 185 64,28% Fornelio et al.,
rRNA
2009
Melanomys
caliginosus
Heteromys o
. desmarentianus Esfregaco Chinchilla-
Costa Rica P Sangue 7 0% Carmona et
eromyscus sanguineo
. al., 2013
mexicanus
Tylomys
watsoni
Calomys
callosus
Holochilus
sciureus
Hylaeamys
megacephalus
Brasil Oecomys PCR 18S Wolf et al.,
robert)i/ , Sangue, rRNA 7,14% 2016
Oligoryzomys figado e bago
goryzomy
nigripes
Oligoryzomys
sp.
Pseudoryzomys
simplex
32,5%
Oligoryzomys
Oligoryzomys nigripes
nigripes 100%
Oligoryzomys Oligoryzomys
flavescens Sangue, flavescens
Brasil Akodon sp musculo, bago Pcr:RRleS 89,5% Dglm ozrcl)elreet
Necromys e figado Akodon sp "
lasiurus 75% Necromys
Sooretamys lasiurus
angouya 100%
Sooretamys
angouya
Brasil Thichomys Sangue/Baco PCR 18S Negativo no Sousa et al.,
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fosteri, rRNA e esfregago 2017
Oecomys esfregago sanguineo
marmorae sanguineo Protocolo
Clyomys Perkins & Keller
laticeps (2001):
8% Oecomys
marmorae;
1,2% T. fosteri
Protocolo
Uvjvari et al.
(2004):
15,5% T.fosteri
36% O.
marmorae
Akodon sp.
Cavia sp.
. Coendou PCR 18S 11,11% Soares et al.,
Brasil prehensilis Sangue rRNA Cuniculus paca 2017
Cuniculus paca
Dasyprocta sp.
Protocolo
Gomes et al.
Brasil Hydrochoerus Sanque PCR 18S (2016) =40,8%  Gomes et al.,
hydrochaeris 9 rRNA Protocolo 2018
Inokuma (2002)
=5,64%
Esfregaco
. Akodon Sangue, bago, sanguineo, Demoner et
Brasil - A PCR 18S 89.5%
montensis figado 'RNA. al., 2018
histopatoldgico
Europa
Pais Espécies Material Metodologia Prevaléncia Referéncia
Lemmus Esfregago Wiger, 1973
Noruega lemmus Sangue sangugineo 23,7%
4% Apodemus
Apode_mus sylvaticus
sylv_atlcus 32.8% _
Inglaterra Clethrionomys Sangue Esfrega(;o Clethrionomys Healing, 1981
glareolus sanguineo
Microtus glareqlus
agrestis 45,8% Mlc_rotus
agrestis
Apodemus 0% Apodemus
; sylvaticus
sylvaticus Esfregaco Turner, 1986
Inglaterra Clethrionomys Sangue sanguineo 56,2%
glareolus Clethrionomys
glareolus
Sciurus Esfregago Watkins &
Inglaterra carolinensis Sangue sanguineo 1% Nowell, 1991
Clethrionomys
rufocanu, 23%
Clethrionomys Clethrionomys
rutilus Pulmao, rufocanus
Clethrionomys figado, 67%
lareolus estdmago, Clethrionomys
Finlandia ?\/Iicrotus intestinos, Histopatoldgico rutilus Laakkonet et
- ~ al., 2001
agrestis coragao, 43%
Microtus arvalis  figado, rins e Clethrionomys
Apodemus cérebro glareolus
agrarius 2% Microtus
Apodemus agrestis
flavicollis
Clethrionomys Area 1: 41,6%
Pol6nia glareolus Sangue Esfregacgo C. glareolus Karbowiak et
Microtus sanguineo Area 2: 18,9% al., 2005
oeconomus, C. glareolus




11

Microtus 7,1% M.
agrestis oeconomus
Apodemus Area 3: 33,3%
flavicollis C. glareolus
Sicista betulina
Clethriomys .
Espanha glareolus PCR 18S | 4';"4% Criado-
Apodemis Sangue RNA Clethriomys Fornelio et al.,
- glareolus 2006
sylvaticus
= . . Histopatolégico: .
Inglaterra Sciurus vulgaris ilgrr;agoe Hlslt:)ogsttilé)glco 37% S'mp;886et al,
¢ PCR18S: 2%
Apodemis sp 16% -
Espanha Mus musculus Sangue/ PCR 18S Clethryomys Gimenez et al.,
Clethryomys Coagulo rRNA 2009
glareolus
glareolus
Criado-
Espanha Sciurus vulgaris Sangue PCR 185 20% Fornelio et al.,
rRNA
2009
- Myodes PCR 18S Bajer et al.,
Polénia glareolus Sangue RNA 46,8% 2014
Apodemus
flavicollis
Micromys 9,38% Myodes
Eslovaquia e minutus glareolus o
Republica Myodes Pulmades, Png:fS 0,28% Ha;]s';gzg et
Checa glareolus bago, sangue Apodemus "
Microtus arvalis flavicollis
Microtus
subterraneus
Apodemus
flavicollis
Apodemus
agrarius
Hungria gl\l/lgrggleuss Sangue e baco PCR 185 17,7% M. Rigé et al.,
i rRNA glareolus 2016
Microtus
agrestis
Mus musculus
Micromys
minutus
Asia
Pais Espécies Material Metodologia Prevaléncia Referéncia
o Sangue Esfregago sE:r:rgeL?iﬁgcc)J S
India Rattus figado ba' o sanguineo, 459 Harikrishnan et
(Namakkal) novergicus gado, baco, Imprint de 970 al., 2011
rim 6rgao ,Imerlnt de
orgao: 30%
Myodes rutiles 16,6% Myodes
Myodes rutilus
Japao rufocanus Sangue PCR 185 16,6% Moustata et
rRNA al., 2017
Apodemus Apodemus
speciosus speciosus
Africa
Mastomys Esfregaco Schwetz &
Uganda ugandce Sangue sanguineo 0.58% Collart, 1930
Africa do Norte
Etiopia, Egito
( NFi)gé’ria? , Jaculus jaculus 36% Jaculus .
Senegal Jaculus Tecido PCR 18S jaculus Maia et al.,
Mauriténié orientalis rRNA 71% Jacqlus 2014
y orientalis

Tunisia, Libia,
Marrocos)
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Harris et al.,
2017

Gerbilliscus PCR 18S

i 0,
leucogaster Figado rRNA 2,32%

Africa do Sul

No Brasil, ainda sdo necessarios estudos para compreender a
epidemiologia da hepatozoonose em roedores (Figura 3). Os estudos
realizados até o presente momento sdo pontuais e escassos, ndo abrangendo
todos os biomas brasileiros (Criado-Fornelio et al., 2009; Demoner et al., 2016;
2018; Soares et al., 2017 ; Sousa et al., 2017; Gomes et al., 2018).

al., 2017 - 11,1%
; mes et al., 2018 - 5,64% - 40,8%

Sousaet al., 2017 - 1,2% - 36%
Atlantica

al., 2016 - 32,5%
ner et al., 2018 -89,5%

ado - Fornélio et al., 2009 - 64,28%

Pampa

Figura 3. Biomas no Brasil onde estudos de ocorréncia de

Hepatozoon spp. em roedores foram conduzidos.

2.7 Diagnostico dainfec¢cdo por Hepatozoon spp. em roedores

2.7.1 Presenca de gametdécitos em esfregacos sanguineos corados
O diagndstico da hepatozoonose em roedores pode ser realizado pela

observacdo de gamontes em esfregacos sanguineos corados (Baneth et al.,
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2003; O’'Dwyer et al., 2006; Mundim et al., 2008a). Essa metodologia pode
apresentar resultados variaveis de acordo com a parasitemia apresentada pelo
animal, podendo até resultar em diagnosticos falsos negativos, especialmente
Nnos casos em que a parasitemia é baixa ou intermitente (Karagenc et al.,
2006).

Carini (1910), analisando esfregacos sanguineos de espécimes de
Rattus novergicus (sin. Mus decumanus) amostrados no Brasil, descreveu
gametdcitos de  Hepatozoon muris (sin. Hepatozoon perniciosum). Os
gametocitos apresentavam-se com nudcleo ovoide, central, ocupando quase
todo o didmetro do parasita, e apresentavam coloracdo azul palido na
coloracdo pelo Giemsa. Clark (1958), analisando esfregacos sanguineos de
esquilos (Sciurus carolinensis) amostrados nos Estados Unidos, encontrou
gametocitos altamente refratarios em mondécitos, com formato de linguica,
extremidade recurvada. As mensuracbes dos gamontes e ndcleo foram de
10,9x3,4um e 4,7x3,4um, respectivamente. No esfregaco de medula éssea de
um animal, foram encontrados esquizontes, que se apresentavam como células
alongadas normalmente encistadas em mondcitos medindo aproximadamente
12,5 x 4,6pm com um nucleo disposto em forma de banda transversal.

Wiger (1973) encontrou gametdcitos de Hepatozoon em leucdcitos de
Lemmus lemmus, com dimensdo de 11,1x 3,7um, formato de linguica e
levemente curvado. Neste mesmo trabalho foram encontrados ocasionalmente
gametdcitos fora das células e em cada célula parasitada, apenas um gamonte
foi observado.

Na Guiana Francesa, Thoisy et al. (2000) encontraram gamontes em
hemacias de Coendou prehensilis. O parasita promoveu um moderado
aumento do tamanho das células parasitadas (10,5 £0,5um de comprimento
por 6,5+0,7um de largura) comparativamente a células n&o-parasitadas
(6,7+0,6pum de comprimento). O parasita apresentava em média 5,2+0,7um de
comprimento.

Na Polbnia, Karbowiak et al. (2005) encontraram gametdcitos em
leucdcitos das espécies C. glareolus e M. oeconomus. A média de tamanho do
parasita encontrado nessas espécies de roedores foi de 3,3-3,4umz0,4 de
largura por 9,4+0,8um de comprimento, com o nucleo apresentando dimensdes
de 4,8+0,7umx 2,5£0,4um.
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Na india, Harikrishnan et al. (2011) encontraram gamontes no sangue
periférico em 9/20 (45%) dos esfregacos sanguineos de Rattus novergicus,
possuindo forma capsular, nucleo central, com média de tamanho de 8um.

No Brasil, Demoner et al. (2018) encontraram 17/19 (85,5%) espécimes
de Akodon montensis parasitados por Hepatozoon. Os esfregacos de 11/17
foram avaliados com coloracdo de Wright-Giema e 0s gamontes eram
alongados e ovais, com citoplasma corado de azul claro, nucleo grande,
condensado e granular. Mediam aproximadamente 10,96+ 0,87 uM (variando
de 9,42-13,09) de comprimento e 4,9+0,51 uM (3,88-6,38) de largura.

2.7.2 Presenca de merontes em cortes histopatoldgicos

O exame histopatoldgico também pode ser empregado no diagnostico
de infeccbes por Hepatozoon, sendo descrita na literatura a presenca de
merontes em diversos 6rgdos. Neste sentido, Clark (1958) encontrou cistos
contendo esquizontes em cortes histologicos de figado e bagco, com média de
tamanho variando de 16,5x13,2um a 23,1x18,4 um. Aproximadamente 35
nacleos foram contados dentro de cada cisto. Nenhum esquizonte foi
encontrado em cortes de intestino, cérebro e rins dos animais amostrados.

Ohbayashi (1971) encontrou esquizontes em cortes histologicos de
figado, pulmdes e baco de Microtus oeconomus no Alaska. No corte de figado,
0 esquizonte maduro com micromerontes apresentava-se esférico, com 20-
30um de diametro, e no seu interior apresentava aproximadamente 80-120
micromerozoitos (raramente mais de 200). Os micromerozoitos eram delgados,
com aproximadamente 8-10pum a 1,5-1,8um de comprimento e 1,5-1,8um de
largura.

Laakkonen e colaboradores (2001) realizaram exames histopatolégicos
de pulmdes, figado, estdmago, intestino, baco, coracdo, rins e cérebro de
roedores dos géneros Clethrionomys, Microtus e Apodemus em busca de
merontes de Hepatozoon. Formas de Hepatozoon foram encontradas somente
nos pulmodes avaliados, sendo os merontes encontrados nos septos alveolares
e também livres no espaco alveolar. Também foram encontrados gametocitos
dentro de eosinofilos nos capilares do tecido pulmonar. Pouca reacao tecidual

foi observada ao redor dos parasitas, e nenhum sinal clinico foi observado.
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Simpson et al. (2006) encontraram esquizontes em cortes histoldgicos
de pulmdes de esquilos (Sciurus vulgaris) na Inglaterra. Os esquizontes eram
ovoides, sendo o maior medindo aproximadamente 20 um x 12,5 um e possuia
14-16 nucleos. A maioria dos esquizontes localizava-se na parede alveolar e
muitos foram encontrados no interior dos capilares. Em alguns casos, inGmeros
gamontes estavam presentes, na maior parte, dentro de células
mononucleares, e em alguns casos livres no parénquima. Pouca reacdo
tecidual foi observada associada a presenca dos esquizontes.

Breshears et al. (2009) observaram esquizontes de Hepatozoon sp. no
parénquima de figado de Sigmodon hispidus amostrados nos Estados Unidos.
Uma variedade de estagios de desenvolvimento foi observada, variando de um
estagio esférico, representado por merontes com um Unico ndcleo ovoide
posicionado centralmente, até os estagios de maturacdo de merontes

caracterizados pela formagédo de merozoitos alongados.

2.7.3 Imprint de 6rgéos

Harikrishnan et al. (2011) realizaram imprint de figado, baco e rins de
Rattus novergicus capturados em Namakkal, na india. Varios estagios de
maturacdo do parasita foram encontrados nos o6rgdos. Dois animais
apresentaram numerosos esquizontes no figado, enquanto um rato apresentou
poucos esquizontes no baco. Gamontes foram verificados no baco de trés
ratos, enquanto que em um animal foram observados numerosos gamontes
extracelulares no figado. Em um rato que apresentava humerosos esquizontes
no figado, foram observados trofozoitos (4um) com formato de anel com
cromatina agrupada e um vacuolo na borda citoplasmatica, além de forma de
péra unica ou em pares com cromatina manchada de escuro na extremidade
mais larga. Estas formas mediram aproximadamente 4-5 pupym e
presumivelmente representavam trofozoitos precoces. Em outro animal, foram
observados esquizontes em diferentes estagios de maturacdo. Alguns eram

esféricos ou ovais e mediam aproximadamente 12-18 x 12-19 um.

2.7.4 Deteccdo molecular e inferéncias filogenéticas
As andlises de esfregacos sanguineos e de preparacoes

histopatoldgicas eram as Unicas metodologias empregadas para diagndstico da
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hepatozoonose até os anos 2000. A partir desta data, técnicas moleculares
passaram a ser empregadas, possibilitando um diagndstico mais sensivel e
especifico da infeccao por estes protozoarios apicomplexas (Criado-Fornelio et
al., 2006; Demoner et al.,, 2016; Sousa et al., 2017; Moustafa et al., 2017;
Gomes et al., 2018).

Simpson et al. (2006) encontraram esquizontes de Hepatozoon sp. em
18/49 (37%) dos cortes histolégicos de pulmdes de esquilos (Sciurus vulgaris)
na Inglaterra. Apds sequenciamento de um unico amplicon, foi verificada 97%
de identidade com Hepatozoon erhardovae previamente detectado em um
espécime de Clethrionomys glareolus.

DNA de Hepatozoon spp. foi detectado em roedores da espécie Jaculus
jaculus e Jaculus orientalis no Marrocos (1/6), Mauritania (12/25), e Saara
Ocidental (4/14) e em seis espécies de canideos selvagens (Canis adustus
[1/2], Canis aureus [6/32], Vulpes pallida [14/28], Vulpes rueppellii [6/11],
Vulpes vulpes [8/ 16], e Vulpes zerda [7/11]) em outros paises africanos. As
sequéncias de Hepatozoon spp. obtidas das duas espécies de roedores do
género Jaculus mostraram-se filogeneticamente relacionadas a sequéncias de
Hepatozoon spp. detectadas previamente em um roedor da espécie
Clethrionomys glareolus (AY600625), cdo doméstico (FJ497023) e de uma
cobra da espécie Phyton regius (EF157822). Como as analises filogenéticas
baseadas no gene 18SrRNA mostraram que algumas sequéncias encontradas
em roedores e em canideos se encontravam filogeneticamente relacionadas,
0S autores sugeriram uma potencial transmisséo por predacao entre roedores e
raposas no Norte da Africa (Maia et al., 2014).

Bajer et al. (2014) encontraram uma prevaléncia molecular de 46,8%
(411/880) para Hepatozoon erhardovae em Myodes glareolus amostrados na
Polonia. As sequéncias 18S rRNA obtidas mostraram identidade de 99,5-
99,8% com sequéncias de Hepatozoon sp. detectadas em roedores da espécie
Myodes glareolus na Espanha (AY600626, AY600625).

Em estudo realizado na Eslovaquia e Republica Checa, foram
encontradas prevaléncias moleculares para Hepatozoon sp. de 9,38% (26/277)
em Myodes glareolus e 0,28% (1/356) em Apodemus flavicollis. O
sequenciamento de amplicons do gene 18S rRNA obtidos de amostras

biologicas de M. glareolus revelou a presenca de duas variantes genéticas
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intimamente relacionadas, Hepatozoon sp. SK1 e Hepatozoon sp. SK2, as
quais mostraram identidade de 99 a 100% com isolados de Hepatozoon spp.
detectados em M. glareolus amostrados em outros paises europeus
(AY600626, JX644997, KJ649313, AY600625, JX644997). A sequéncia de
Hepatozoon sp. obtida de Apodemus flavicollis (Hepatozoon sp. SK3b)
apresentou 99% de identidade com sequéncias de Hepatozoon spp.
detectadas em répteis amostrados na Africa e Asia (KF939627 e KC696569)
(HamSikova et al., 2016).

Wolf et al. (2016), ao amostrarem 42 roedores no Pantanal mato-
grossense, encontraram 3 (7,14%) roedores da espécie Calomys callosus
positivos para Hepatozoon sp.. As sequéncias obtidas mostraram-se
filogeneticamente relacionadas a gendtipos de Hepatozoon detectados em
espécimes de Bandicota indica na Tailandia (AB181504) (99%), em Abrothrix
sanborni no Chile (99%) e Hepatozoon sp. BV2 (AY600625) (98%) and
Hepatozoon sp. BV1 (AY600626) (98%), detectados em espécimes de
Clethrionomys glareolus amostrados na Espanha.

Em um estudo realizado em 2016 no municipio de Botucatu, no Estado
de S&o Paulo, foram analisadas amostras de sangue de cées e sangue/tecido
de roedores de uma area rural quanto a presenca de Hepatozoon sp. Enquanto
0s caes apresentaram 66,45% (105/158) de positividade para Hepatozoon sp.
em ensaios de PCR baseados no gene 18SrRNA, os roedores apresentaram
55,2% (37/67) de positividade na referida técnica. As sequéncias de
Hepatozoon spp. obtidas dos cdes mostraram 99-100% de identidade com
sequéncias de H. canis depositadas no GenBank; ja as sequéncias de
Hepatozoon obtidas dos roedores apresentaram identidade de 99% com
gendtipos de Hepatozoon spp. detectados em roedores da Tailandia, Chile,
Europa e do Mato Grosso (Brasil). As analises filogenéticas mostraram que as
sequéncias de Hepatozoon spp. encontradas nos roedores sdo dispares
daquelas de H. canis encontradas em cées (Demoner et al., 2016). Os autores
concluiram que roedores provavelmente néo participem da epidemiologia de H.
canis na regiao estudada, mas atuariam como hospedeiros intermediarios ou
paraténicos para outras espécies de Hepatozoon sp. (Demoner et al., 2016).

A despeito da deteccdo molecular de Hepatozoon spp. em caes

domésticos, canideos selvagens, quatis, marsupiais e roedores no Pantanal
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sul-matogrossense, DNA de Hepatozoon spp. ndo foi detectado em carrapatos
e pulgas colhidos dos mamiferos amostrados (SOUSA et al.,, 2017).
Adicionalmente, ndo foram detectados gamontes nos esfregacos sanguineos
dos roedores amostrados. No referido estudo, 22,72% (25/110) dos roedores
capturados mostraram-se positivos para Hepatozoon sp. Enquanto que no
protocolo de Perkins & Keller (2001) DNA de Hepatozoon sp. foi detectado em
8% e 1,2% das amostras biolégicas de roedores das espécies Oecomys
marmorae e Thrichomys fosteri, respectivamente, o agente foi detectado em
36% e 15,5% das amostras teciduais de roedores das mesmas especies,
respectivamente, pelo protocolo de Uvjvari et al (2004). As sequéncias 18S
rRNA de Hepatozoon spp. detectadas em amostras de baco de Thrichomys
fosteri mostraram 99% de identidade com Hepatozoon spp. detectado em uma
serpente da espécie Crotalus durissus terrificus amostrada em Botucatu, Brasil
(KC342523) e 97% de identidade com H. fitzsimonsi obtido de um réptil da
espécie Kinixys zombensis amostrado na Africa do Sul (KR069084). As
sequéncias de Hepatozoon spp. obtidas de Oecomys marmorae mostraram
99% de identidade com Hepatozoon spp. detectado em um réptil da espécie
Hemidactylus mabouia amostrado na Paraiba, Brasil (KM234617) e 99% de
identidade com Hepatozoon spp. detectado em um roedor da espécie
Oligoryzomys flavescens amostrado em Botucatu, Brasil (KU667309). Dentre
os roedores da espécie T. fosteri, trés haplétipos diferentes de Hepatozoon
foram encontrados ao se sequenciar um fragmento do gene 18S rRNA obtido
pelo protocolo de Ujvari et al (2004). J& o alinhamento das sequéncias obtidas
utilizando o protocolo de cPCR de Perkins e Keller (2001) mostrou a presenca
de quatro haplotipos. Haplétipos de Hepatozoon encontrados circulando em
roedores selvagens na regido do Pantanal sul-matogrossense apresentam um
maior grau de polimorfismo quando comparados aos encontrados em canideos
e procionideos na mesma regido sob estudo. Segundo os autores, roedores
provavelmente nao participam como fonte de infeccdo de Hepatozoon para
carnivoros selvagens e caes domésticos na area de estudo, embora possam
desempenhar um papel importante na transmissdo de Hepatozoon para répteis
e anfibios (Sousa et al., 2017).

Harris et al. (2017), ao investigarem a presenca de DNA de Hepatozoon

sp. em amostras de figado de 43 roedores na Africa do Sul, encontraram
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somente um animal positivo (Gerbilliscus leucogaster) (2,32%) para o referido
agente. A sequéncia 18S rRNA detectada mostrou relacéo filogenética com
outras sequéncias de Hepatozoon detectadas em répteis e marsupiais de
outras localidades do mundo.

Em estudo realizado com 196 capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) na
Amazonia brasileira, foram obtidas prevaléncias moleculares diferentes para
Hepatozoon spp. com base em dois protocolos de PCR empregados no estudo.
Enquanto que no protocolo de Inokuma et al. (2002) foi obtida uma positividade
de 5,64%, 40,8% dos roedores mostraram-se positivos para o referido agente
com base no protocolo de Gomes et al. (2016). As sequéncias de Hepatozoon
sp. obtidas de H. hydrochaeris compreendiam quatro haplétipos, apresentando
identidade com sequéncias de H. canis e de Hepatozoon cuestensis, esta
ltima obtida de Crotalus durissus terrificus no Brasil (Gomes et al., 2018).

Demoner et al. (2018), analisando 19 espécimes de Akodon montensis,
encontrou 17 animais (85,5%) apresentando gametdcitos de Hepatozoon sp.
em esfregacos sanguineos. As sequéncias 18SrRNA de Hepatozoon
detectadas nesses roedores mostraram-se filogeneticamente proximas as
sequéncias de Hepatozoon encontradas em outros roedores no Brasil e no
mundo. As sequéncias de répteis, anfibios e carnivoros formaram um clado
distinto. No referido estudo, baseando-se na morfometria e filogenia, os autores
concluiram que os roedores da espécie Akodon montensis estavam
parasitados por uma nova espécie de Hepatozoon, nomeada H. milleri.

Diante desses dados, mais estudos sdo necesséarios nos diferentes
biomas brasileiros a fim de agregar conhecimento a epidemiologia e
diversidade genética de Hepatozoon spp. em roedores. Neste sentido, é
essencial avaliar diferentes regides geograficas e biomas brasileiros no que diz
respeito a ocorréncia de Hepatozoon e diversidade e estruturagdo genética de

Hepatozoon spp. em roedores.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O presente estudo objetiva investigar a presenca e a diversidade do
DNA de Hepatozoon sp. em amostras de baco de roedores de vida livre de

diversas regides do Brasil.

3.2 Objetivos especificos

- Investigar a presenca e caracterizar o DNA de Hepatozoon spp. em
amostras de baco de roedores;

- Tracar inferéncias filogenéticas das sequéncias 18SrRNA de Hepatozoon
spp. de roedores com aquelas detectadas em outros hospedeiros;

-> Avaliar o numero e diversidade de haploétipos, diversidade de nucleotideos e
divergéncia de DNA de Hepatozoon spp. em diferentes espécies de roedores
amostradas;

- Avaliar a estruturacdo genética de Hepatozoon spp. em roedores nos

biomas brasileiros.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Espécies amostradas e area de estudo

As amostras de baco de roedores testadas no presente estudo foram
obtidas no periodo de 2000 a 2012. Tais amostras foram colhidas em diferentes
expedicoes cientificas realizadas em diversas regides do Brasil pelo
Laboratério de Biologia de Tripanosomatideos do Instituto Oswaldo Cruz
(LabTrip, IOC-FIOCRUZ) e demais colaboradores (em especial o Laboratério
de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatérios — LBPMSR
também do 10C).

Os pequenos mamiferos foram capturados utilizando armadilhas do tipo
“live-traps” (modelos Tomahawk e Shermann), dispostas em transectos com
estacbes de captura distribuidas a cada 10 metros. Em algumas das
expedicbes, foi necessaria a realizacdo de eutanasia dos animais,
normalmente para colheita de tecidos internos para identificacdo taxonémica,

diagnostico da infecgdo por parasitos ou preparo de material testemunho
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conforme autorizacdo do IBAMA. Nos casos em que era realizada a eutanasia,
foram colhidos fragmentos de bago, os quais foram acondicionados em
microtubos livres de DNAse e RNAse, adicionando-se em etanol absoluto para
preservacao do material. Tais amostras foram organizadas como uma colegao
de fragmentos de bagos — BACOTECA, a qual foi catalogada por numero de
registro, espécie de mamifero, data e localidade. Posteriormente, essas
amostras foram armazenadas a - 20° C no LabTrip.

A identificacdo taxondbmica dos roedores amostrados foi baseada
inicialmente na morfologia externa e confirmada por analise cariotipica por
técnicas citogenéticas e, quando necessario, pela analise da morfologia
craniana (Bonvicino et al.,2008). A identificacdo dos roedores foi realizada pela
equipe de mastozoologos do LBPMSR (IOC-Fiocruz). Dentre um total de mais
de 3300 fragmentos de tecidos armazenados na colecdo, foram selecionados
de modo aleatorio 472 amostras, as quais foram colhidas em cinco biomas
(Figura 4).

Todas as colheitas foram realizadas seguindo autorizacdo do IBAMA e
aprovadas pelo Comité de Etica do Uso de Animais da FIOCRUZ (P0007-99;
P0179-03; P0292/06; L0015-07).

N ATLANTICA
PANTANAL

Numero de Animais Analisados

0 250 500 1000 Km

Figura 4. Distribuicdo dos roedores capturados (n=472) em

cinco biomas brasileiros.
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4.2. Extracao de DNA das amostras de tecido esplénico de roedores

A extracdo de DNA de tecido esplénico (10 mg) foi realizada com o
DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen®), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O DNA extraido foi entédo identificado e armazenado a -20°C para
realizacdo da PCR. A fim de assegurar a qualidade da extragdo de DNA a partir
do tecido esplénico, uma amostra controle (agua ultra-pura esterilizada)
(Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) foi
extraida simultaneamente (a cada 30 amostras) com as amostras a serem
analisadas.

A quantificagdo de material genémico total, bem como a mensuragéo
das relagcbes 260/280 e 260/230 do produto extraido, foram realizadas em
aparelho Nanodrop (Thermo Scientific), por meio da leitura da absorbéancia de

cada amostra.

4.3. Controle endégeno da PCR

Com o objetivo de eliminar resultados falsos negativos em virtude da
presenca de inibidores, as amostras de DNA foram submetidas a uma PCR
convencional (cPCR) objetivando a amplificagdo de um fragmento de 227pb do
gene irbp de mamiferos (“Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein”)
(controle endégeno da reacgéo). Nestes ensaios de PCR foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores: IRBPfwd: 5'-
TCCAACACCACCACTGAGATCTGGAC-3 e IRBPrev: 5-
GTGAGGAAGAAATCGGACTGGCC-3'. As condicdbes da PCR para
amplificagdo do gene irbp foram: desnaturagao inicial de 94 °C por 4 minutos,
seguidos de 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a
57 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, seguidos por extensao
final a 72 °C por 5 minutos (Ferreira, 2010). Posteriormente, todas as amostras
negativas na cPCR supracitada foram submetidas a cPCR adicional dirigida
para um fragmento de aproximadamente 450 pb do gene gapdh utilizando os
oligonucleotideos iniciadores GAPDH-F (5’- CCTTCATTGACCTCAACTACAT-
3’) e GAPDH-R (5- CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3’). O ensaio de

amplificacao foi realizado utilizando uma reacao de volume total final de 25puL,
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contendo uma mistura de 5uL do DNA-amostra, 0,2mM de cada
deoxinucleotideo, 1uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1,0mM de Cloreto de
Magnésio, 1,5 U de Taqg DNA Polimerase, tampao da PCR e agua ultra-pura
esterilizada q.s.p. 25uL. Os ciclos de amplificacdo foram de: 94°C por 5
minutos, seguidos por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto, seguido por uma extensao final a 72°C por 5

minutos (Birkenheuer et al., 2003).

4.4 ReacOes de Amplificacdo para Hepatozoon spp.

Foram realizadas duas reacfes de cPCR para Hepatozoon spp. com o
objetivo de amplificar diferentes regibes do gene 18SrRNA, seguindo os
protocolos estabelecidos por Perkins and Keller (2001) e Ujvari et al. (2004). Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados na cPCR baseada no protocolo
estabelecido por Ujvari et al. (2004) foram: HepF300 (5
GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG 3’) e Hep900 (5
CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC 3’), os quais amplificam um fragmento
de 600 pb. A técnica da PCR foi realizada conforme descrita por Ujvari et al.
(2004) com algumas modificagbes. O ensaio de amplificacdo foi realizado
utilizando uma reagao de volume total final de 25uL, contendo uma mistura de
5uL do DNA-amostra, 0,2mM de cada deoxinucleotideo, 1uM de cada
oligonucleotideo iniciador, 1,0mM de Cloreto de Magnésio, 1,5 U de Tagq DNA
Polimerase, tampdo da PCR e agua ultra-pura esterilizada q.s.p. 25uL. A
sequéncia térmica e de tempo de amplificacao foram de: desnaturacao inicial a
94°C por 3 minutos, 35 ciclos compostos por desnaturagdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 56°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 1
minuto, seguidos por extenséo final a 72°C durante 7 minutos.

O protocolo estabelecido por Perkins and Keller (2001) foi realizado
utilizando 0s oligonucleotideos iniciadores HEMO1 )
TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG 3") e HEMO2 (5
CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC 3’), os quais amplificam um
fragmento de 900pb. A técnica da PCR foi realizada conforme descrita por,
Perkins and Keller (2001) com algumas modificacdes. O ensaio de amplificacao
foi realizado utilizando uma reacao de volume total final de 25uL, contendo uma
mistura de 5uL do DNA-amostra, 0,2mM de cada deoxinucleotideo, 0,3uM de
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cada oligonucleotideo iniciador, 2,5mM de Cloreto de Magnésio, 1,5 U de Taq
DNA Polimerase, tampéo da PCR e &gua ultra-pura esterilizada q.s.p. 25uL. A
sequéncia térmica e de tempo de amplificacdo foram de: desnaturacao inicial a
94°C por 3 minutos, 35 ciclos compostos por desnaturacdo a 94°C por 45
segundos, anelamento a 48°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 1

minuto, seguidos por extenséo final a 72°C durante 7 minutos.

4.5. Purificagao e quantificagao dos amplimeros

Apos os ensaios de cPCR, foi realizada purificagdo dos produtos
amplificados utilizando-se o kit “Silica Bead DNA Gel Extraction Kit”
(Fermentas, Sdo Paulo-SP), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A
quantificacdo de material genémico total do produto purificado foi realizada em
aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®), por meio da leitura da absorbancia de
cada amostra. Somente amplicons com bandas de alta intensidade no gel de

agarose foram submetidos a purificagcado e posterior sequenciamento.

4.6. Sequenciamento

O sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado através de
técnica automatizada baseada no método de terminacdo da cadeia por
dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1977). Os oligonucleotideos iniciadores
utilizados foram os mesmos utilizados na reacdo de PCR. O protocolo da
reacdo de sequenciamento foi realizado com algumas modificacbes a partir
daquele descrito pelo fabricante do Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction (Perkin-Elmer Applied Biosystems). Desta forma, utilizou-se
3,5uL do Tampéao 2,5x (200 mM Tris-HCI pH 9,0; 5mM MgCl,), 0,5uL de Big
Dye e 5 pmoles de cada oligonucleotideo, 2,5 pL de agua ultra pura e 1,5uL de
DNA, sendo esta quantidade estimada pela verificagcdo de intensidade das
bandas em gel de agarose 2,0%. As amplificacbes foram realizadas
inicialmente no termociclador (MJ Research-Inc) a 96°C por 2 minutos e 35
ciclos de desnaturagéao a 96°C por 45 segundos, anelamento por 30 segundos
(temperatura de anelamento variou de acordo com o protocolo de PCR para
cada agente) e extensdo a 60°C por 4 minutos e mantida a 4°C por tempo

indeterminado. O sequenciamento foi conduzido no sequenciador ABI PRISM
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3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems) no Centro de Recursos Biologicos e
Biologia Gendmica (CREBIO - FCAV - UNESP).

4.7 Andlise das Sequéncias e construcao de arvores filogenéticas

Primeiramente, realizou-se analise dos eletroferogramas gerados nos
sequenciamentos, observando-se a qualidade dos picos correspondentes a
cada base sequenciada utilizando o software Bioedit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999) e o
pacote de softwares Phred/Phrap/Consed (Ewing et al., 1998; Ewing e Green,
1998; Gordon et al., 1998). O programa BLAST (Altschul et al., 1990) foi
utilizado a fim de se comparar as sequéncias obtidas com aquelas depositadas
no GenBank (Benson et al., 2002). Posteriormente, as sequéncias salvas em
modo “FASTA” foram alinhadas com outras sequéncias homélogas do mesmo
gene sequenciado retiradas do banco de dados (Genbank), utilizando o
software Mafft (Katoh et al. 2017) e editados via Bioedit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999).
Os alinhamentos salvos em modo “FASTA” foram transformados em modo
Nexus, Phylip e Mega pelo site Alignment Transformation Enviroment (Glez-
Pefa et al., 2010).

A partir das matrizes de alinhamento das sequéncias foram realizadas
analises de méaxima verossimilhanca utilizando o cluster Blackbox RaxML
(Stamatakis et al., 2008) e analise Bayesiana utilizando o software MrBayes
3.2.2 no XSEDE (Ronquist e Huelsenbeck, 2003) via portal CIPRES (Miller et
al., 2010). A anélise Bayesiana foi realizada com 10* geracdes e nimeros de
classes de substituicdo variando conforme o modelo evolutivo encontrado para
cada conjunto de dados. O modelo evolutivo “best of it” foi encontrado
utilizando o software jModelTest 2 (Darriba et al.,, 2012; Guindon e Gascuel,
2003). Os suportes dos clados para as analises de maxima verossimilhanca e
maxima parcimonia foram avaliados através de andlises de bootstrap
(Felsenstein, 1985) de 1000 repeticdes. A edicdo das arvores filogenéticas
assim como o enraizamento (via grupo externo) foi realizada utilizando o
software Treegraph 2.0.56-381 beta (Stover e Muller, 2010).

4.8 Diversidade genética de Hepatozoon spp.
O alinhamentos das sequéncias dos genes 18SrRNA de Hepatozoon

amplificadas no presente estudo foram utilizados para calcular a diversidade de
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nucleotideos (Pi), nivel de polimorfirmos (diversidade de haplotipos [hd],
namero de haplétipos [h] e a média de diferencas nucleotidicas [K]), utilizando o
software DnaSP v5 (Librado e Rozas, 2009). Adicionalmente, as sequéncias
foram submetidas a construcéo de rede de haplotipos pelo software TCS v.1.21
com 95% de threshold (Clement et al., 2000).

4.9 Analise de Variancia Molecular (AMOVA)

Para avaliar a diversidade nae estrutura genética populacional, foi
empregada a analise hierarquica de variancia molecular (AMOVA) atraves de
seus indices (Excoffier et al., 1992) utilizando o software ARLEQUIN 3.5
(Excoffier, Lischer, 2010). Os grupos utilizados para essa analise foram
estabelecidos de acordo com o0s agrupamentos observados na rede haplotipica
gerada pelo software TCS v.1.21 (Clement et al., 2000).

4.10 Genealogias

As genealogias das sequéncias de nucleotideos foram inferidas por
andlises de Network utilizando o programa Splitstree v4.11.3 (Huson E Bryant,
2006). Foi utilizado o método de “Neighbor-net” e os valores de suporte foram

estimados com a realizacido de 100 replicatas de “bootstrap”.

5. RESULTADOS

5.1 Qualidade das amostras de DNA extraidas a partir de tecido esplénico
de roedores

Dentre as 472 amostras de baco de roedores analisadas, 462 (97,88%)
mostraram-se positivas na amplificacdo de um fragmento do gene irbp (controle
endogeno da reacdo) (ANEXO 1). Todas as amostras negativas para o gene
irbp também o foram ao gene gapdh. Estas amostras foram excluidas das
analises moleculares subsequentes. As médias de concentragcdo de DNA por
microlitro e relagbes 260/280 e 260/230 foram de 154,10 ng/pL, 1,95 e 2,40
respectivamente (ANEXO 1). A Figura 5 mostra a eletroforese em gel agarose
de produtos amplificados na cPCR baseada no gene irbp (fragmento de 227

pb).
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227 pB

Figura 5. Fotografia de eletroforese em gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etideo. Os amplimeros mostrados na foto sdo relativos a cPCR para o controle
endogeno (gene irbp). Primeira canaleta: marcador de peso molecular em escala de
100 pares de bases (Life Technologies®); canaleta C+: controle positivo (DNA de
Akodon sp.); canaletas 1-26: amostras de DNA de roedores; canaleta C-: controle

negativo (agua ultra-pura esterilizada).

5.2 Deteccdo molecular de Hepatozoon spp. em amostras de tecido

esplénico de roedores

Dos 462 roedores, 195 (42,2%) mostraram-se positivos para
Hepatozoon spp. com base no protocolo de Perkins and Keller (2001) e/ou
Ujvari 2004, baseados no gene 18S rRNA. Enquanto 69 (14,93%) amostras de
baco de roedores mostraram-se positivas no protocolo de PCR de Perkins and
Keller (2001), 172 (37,22%) mostraram-se positivas no protocolo descrito por
Ujvari et al. (2004) (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero total e espécies de roedores positivas para Hepatozoon sp. seguindo os protocolos de Perkins and Keller
(2001) e Ujvari et al., (2004) baseados no gene 18SrRNA, de acordo com as espécies de roedores e respectivos estados e biomas

de origem.

Bioma/Estados

Total de
Roedores
amostrados
por bioma

Espécies
amostradas

Numero de
amostras positivas
Perkins e Keller
(2001)

Espécies de roedores
positivas
Perkins e Keller (2001)

Namero de
amostras positivas
Ujvari et al. (2004)

Espécies de roedores
positivas
Uvjari et al. (2004

Caatinga
Piaui, Ceara,
Bahia, Rio
Grande do Norte

80

Galea spixxi: 19
Mus musculus: 5
Necromys lasiurus: 1
Rattus rattus: 12
Rhipidomys macrurus: 7
Thrichomys laurentius: 28
Thrichomys inermis: 7
Wiedomys cerradensis: 1

11

Galea spixxi: 4
Rattus rattus: 1
Thrichomys laurentius: 2
Thrichomys inermis: 3
Wiedomys cerradensis: 1

28

Galea spixxi: 6
Mus musculus: 2
Necromys lasiurus: 1
Rattus rattus: 4
Rhipidomys macrurus: 2
Thrichomys laurentius: 9
Thrichomys inermis: 3
Wiedomys cerradensis: 1

Mata Atlantica
Séo Paulo, Rio
de Janeiro, Santa
Catarina

122

Akodon sp.: 6
Akodon montesis: 35
Akodon cursor: 11
Brucepattersonius iheringi:
1
Calomys tener: 8
Coendou sp.: 2
Delomys dorsalis: 8
Euryoryzomys russatus: 11
Guerlinguetus brasiliensis:
1
Mus musculus: 3
Necromys lasiurus: 2
Nectomys squamipes: 3
Oligoryzomys nigripes: 16
Oligoryzomys flavescens: 3
Oxymycterus sp.: 4

Oxymycterus dasythricus: 2

36

Akodon cursor: 6
Akodon montensis: 19
Delomys dorsalis: 2
Euryoryzomys russatus: 2
Mus musculus: 1
Necromys lasiurus: 2
Oligoryzomys nigripes: 4

51

Akodon cursor: 10
Akodon montensis: 17
Akodon sp.: 1
Calomys tener: 2
Delomys dorsalis: 2
Euryoryzomys russatus: 3
Mus musculus: 2
Oligoryzomys nigripes: 8
Nectomys squamipes: 2
Trinomys dimidiatus: 3

Trinomys gratiosus bonafidei: 1




Trinomys dimidiatus: 4
Trinomys gratiosus
bonafidei: 1
Sooretamys angouya:1

Pantanal
Mato Grosso do 53
Sul

Holochilus chacarius: 3
Calomys expulsus: 1
Thrichomys fosteri: 16
Necromys lasiurus: 6
Clyomys laticeps: 20
Oecomys marmorae: 2
Nectomys rattus: 2
Nectomys squamipes: 3

Calomys expulsus: 1
Thrichomys fosteri: 1

Calomys expulsus: 1
Thrichomys fosteri: 7
Necromys lasiurus: 2
Clyomys laticeps: 4
Nectomys rattus: 2
Nectomys squamipes: 2

18

Cerrado
Minas Gerais, 89
Goias

Akodon lindberghi: 2
Akodon montensis: 4
Calomys cerqueirae: 3
Calomys expulsus: 1
Calomys tener: 1
Caviasp.: 1
Cerradomys maracajuensis:
1
Cerradomys marinhus: 2
Cerradomys scotti: 1
Cerradomys sp.: 1
Cerradomys subflavus: 1
Gracilinanus agilis: 2
Hylaeamys megacephalus: 4
Necromys lasiurus: 17
Nectomys rattus: 6
Nectomys squamipes: 5
Oecomys catherinae: 1
Oecomys hicolor: 2
Oecomys sp.: 2
Oligoryzomys nigripes: 10

Oecomys bicolor: 1
Oligoryzomys nigripes: 2

Cerradomys marinhus: 1
Necromys lasiurus: 4
Necromys squamipes: 2
19 Nectomys rattus: 1
Oligoryzomys nigripes: 3
Rhipidomys macrurus: 4
Thrichomys apereoides: 4

29
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Oxymycterus delator: 2
Rhipidomys macrurus: 9
Thrichomys apereoides: 10

Zygodontomys sp.: 3
Thrichomys inermis: 1
Rhipidomys sp.: 1
Rhipidomys macrurus: 1
Rattus rattus: 10
Proechimys sp.: 1
Proechimys roberti: 5
Proechimys cuvieri: 8
Proechimys goeldii: 3
Oligoryzomys sp.: 3

Amazdnia Oligoryzomys moojeni: 3
Tocantins, Parg, 128 Oligoryzomys mattogrossae:
Mato Grosso 3

Oecomys catherinae: 2
Necromys lenguarum: 14
Necromys lasiurus: 11
Mus musculus: 2
Hylaeamys megacephalus:
16
Cerradomys akroai: 4
Calomys sp. : 8
Calomys expulsus: 17
Calomys callidus: 12

Zygodontomys sp.: 1
Rhipidomys sp.: 1
Rattus rattus: 1
Proechimys roberti:
1Proechimys cuvieri:

17 10ligoryzomys sp.:
10ligoryzomys moojeni:
1Necromys lenguarum:

3Hylaeamys megacephalus: 1
Calomys expulsus: 2Calomys
callidus: 4

Zygodontomys sp.: 1
Thrichomys inermis: 1
Rhipidomys sp.: 1
Rattus rattus: 3
Proechimys sp.: 1
Proechimys roberti: 2
Proechimys cuvieri: 2
Oligoryzomys sp.: 3
Oligoryzomys moojeni: 3
56 Oligoryzomys mattogrossae: 2

Oecomys catherinae: 1
Necromys lenguarum: 5
Necromys lasiurus: 2
Mus musculus: 2
Hylaeamys megacephalus: 8
Cerradomys akroai: 4
Calomys sp.: 3
Calomys expulsus: 10
Calomys callidus: 2
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Dezessete amplicons (17/69- 24,63%) obtidos pelo protocolo de Perkins and
Keller (2001)

qualidade da banda avaliada em gel de agarose.

foram encaminhados ao sequenciamento, com base nha
As sequéncias de
Hepatozoon spp. (18SrRNA) obtidas de amostras de baco de sete roedores
(MG925078, MG925080, MG925082, MG925083, MG925086, MG925087,
MG925091) mostraram 99-100% de identidade com uma sequéncia de
Hepatozoon spp. obtida de um réptil da espécie Tarentola deserti (KU680460)
amostrado na Africa, utilizando o software BLAST. Oito sequéncias
(MG925079, MG925081, MG925084, MG925085, MG925089, MG925092,
MG925093, MG925094) mostraram 100% de identidade com uma sequéncia
de Hepatozoon spp. obtida de um carrapato da espécie Amblyomma fuscum
(KU955319), coletado em um espécime de Akodon montensis em Santa
Catarina, sul do Brasil. Uma sequéncia (MG925090) mostrou 99% de
identidade com uma sequéncia de Hepatozoon sp. obtida de um roedor da
espécie Oecomys marmorae (KX776332) amostrado no Pantanal brasileiro.
Por fim, uma sequéncia (MG925088) mostrou 99% de identidade com uma
sequéncia de Hepatozoon sp. obtida de um jacaré Caiman crocodilus
(MF322539) coletado no Pantanal, Brasil (Tabela 3).

Tabela 3. Maxima porcentagem de identidade verificada pelo programa
BLAST® para sequéncias de DNA de Hepatozoon spp. obtidas a partir de
ensaios de cPCR baseados no gene 18S rRNA pelo protocolo de Perkins
and Keller (2001). Todas as sequéncias apresentaram 100% de query

coverage.

Maxima

Hospedeiro e porcentagem de

Hospedeiro e localidade de

numero de Estado/Bioma ; : .
ACesso identidade pelo origem
BLAST
Akodon cursor Rio de Janeiro 99% Hezztsoezrzczrll(a%éb;%e;n_toIa
(MG925078) (Mata Atlantica)
Marrocos
. . Hepatozoon sp. - Amblyomma
Akodon cursor  Rio de Janeiro o
(MG925079)  (Mata Atlantica) 100% fuscum (KU955319) — Santa
Catarina/Brasil
L : Hepatozoon sp. -Tarentola
Galea spixii Bahia 0 ;
(MG925080) (Caatinga) 99% deserti (KU680460) —
Marrocos
Akodon Rio de Janeiro 100% Hepatozoon sp. -Amblyomma
montensis (Mata Atlantica) 0 fuscum (KU955319) — Santa



(MG925081, Catarina/Brasil
MG925084,
MG925085)
Akodon Rio de Janeiro Hepatozoon sp. - Tarentola
(mgrétzesnosé;) (Mata Atiantica) 99% desert’iVI(KU680460) -
arrocos
. . Hepatozoon sp. - Tarentola
Akodon cursor  Rio de Janeiro :
(MG925083)  (Mata Atlantica) 99% deserti (KU680460) —
Marrocos
Galea spixii Ceara 99% Hepatozoon sp. -Tarentola
(MG925086) (Caatinga) deserti (KU680460)- Marrocos
3?)'&2?{; Rio de angiro 100% Hepgtozoon sp. Tarentola
(MG925087) (Mata Atlantica) deserti (KU680460)- Marrocos
Akodon S350 Paulo Hepatozoon sp. - Amblyomma
montensis (Mata Atiantica) 100% fuscum (KU955319) — Santa
(MG925088) Catarina/Brasil
IEﬁ;LOaTJ; Mato Grosso 99% Hepatozoon sp. - Tarentola
(MG925091) (Amazénia) deserti (KU680460)- Morocco
Calomys Hepatozoon sp. - Amblyomma
callidus hél::r?a(icr)?\?;)o 100% fuscum (KU955319) — Santa
(MG925092) Catarina/Brasil
mﬁlﬁlct)gr?;is Santa Catarina Hepatozoon sp. - Amblyomma
(MG925093,  (Mata Atlantica) 100% fuscum (KU955319) — Santa
MG925094) Catarina/Brasil
Akodon S350 Paulo Hepatozoon sp. - Oecomys
montensis (Mata Atlantica) 99% mamorae (KX776332) —
(MG925089) Pantanal/Brasil
Akodon S50 Paulo Hepatozoon caiman - Caiman
montensis (Mata Atlantica) 99% crocodilo yacare (MF322539)
(MG925090) — Pantanal Brasil
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Entre as 17 sequéncias analisadas, 14 obtiveram um bom alinhamento e

foram utilizadas para analise de haplétipos (alinhamento de 185pb). Por meio
do software DnaSP v5 (Librado e Rozas, 2009), foram identificados dois
haplétipos, sendo a diversidade de haplétipos (hd) = 0,1538 e nimero de sitios
variaveis (S) = 2.

A analise filogenética Bayesiana do gene 18S rRNA utilizando o modelo
evolutivo TPM2+F+G4 agrupou as sequéncias em trés grandes clados, a
saber: i.) um clado de sequéncias de Hepatozoon spp. de roedores e répteis;
ii.) um clado agrupando sequéncias de Hepatozoon canis e Hepatozoon sp.
detectadas em canideos domeésticos e selvagens; iii.) um clado reunindo
sequéncias de Hepatozoon americanum e Hepatozoon spp. detectados em
felideos domésticos e selvagens, roedores e canideos. Foram utilizadas como
grupos externos trés sequéncias de hemogregarinas (Figura 6). Os clados

apresentaram um alto suporte estatistico. A analise filogenética pelo método de
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Méaxima Verossimilhanca de um alinhamento de 600pb utilizando o modelo
evolutivo TPM2+F+G4 apresentou topologia semelhante aquela descrita para a

andlise Bayesiana (Figura 7).

71— Hepatozoon sp host Hemidactylus mabouia (KM234617) - Noedeste/Brasil
‘—ﬂc Hepatozoon sp host Delomys dorsalis / Teresdpolis/Rio de Janeiro Brazil (MG925087) #Hap 2
Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776332) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil (MG925078) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil (MG925079) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Rio de Janeiro/Brasil (MG925081) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Rio de Janeiro/Brasill (MGS25085) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Sao Paulo/Brasil (MG925089) #Hap 1
Hepatozoon sp host Necromys lasiurus - Mato Grosso/Brasil (MG925091) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Santa Catarina/Brasil (MG925093) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Santa Catarina/Brasil (MG925094) #Hap 1
Hepatozoon sp host Galea spixii - Ceara/Brasil (MG925086) #Hap 1
58 Hepatozoon sp host Calomys callidus- Mato Grosso/Brasil (MG925092) #Hap 1
Hepatozoon sp host Galea spixii - Bahia/Brasil (MG925080) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Rio de Janeiro/Brasil (MG925082) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil (MG925083) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Rio de Janeiro/Brasil (MG925084 ) #Hap 1 Hepatozoon sp.
58 Hepatozoon sp host Akodon montensis - Séo Paulo/Brasil (MG925088) #Hap 1 Pl
| | Hepatozoon sp host Akodon montensis - Séo Paulo/Brasil (MG925090) #Hap 1 roedores e répteis
Hepatozoon sp host Amblyomma fuscum (KU955319) - Santa Catarina/Brasil
Hepatozoon milleri host Akodon montensis (KUB67308) - Brasil
100E Hepatozoon sp host Thylamys macrurus (KX776354) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776336) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon sp host Abrothrix olivaceus (FJ719815) - Chile
Hepatozoon sp host Tarentola deserti (KUG80460) - Marrocos
Hepatozoon sp host Psammophis schokari (KX453646) - Arabia
Hepatozoon sp host Jaculus jaculus (KJ499537) - Mauritania/Africa
Hepatozoon sp host Elaphe carinata (KF939627) - China
Hepatozoon sp host Liasis fuscus (AY252103) - Australia
Hepatozoon caiman host Caiman crocodilus yacare (MF322539) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon sp. host Hemidactylus mabouia (KM234615) - Ceara/ Brasil
Hepatozoon sp. host Boa constrictor (JF491242) - Oklahoma/EUA
a3 — Hepatozoon sp host Crotalus durissus terrificus (KC342526) - Brasil
' Hepatozoon sp host Phymaturus calcogaster (KX387861)
mE Hepatozoon sp. host gato doméstico (JF491228) - Oklahoma/EUA
Hepatozoon americanum host Sigmodon hispidus (EU249992) - EUA
Hepatozoon americanum host coiote (JX415175) - EUA
Hepatozoon sp host Speothos venaticus (FJ876447) - Sao Paulo/Brasil Hepatozoon americanum e
Hepatozoon americanum host cao doméstico (KU729739) - Belem/Brasil Hepatozoon sp.
Hepatozoon sp. host gato (KP410283) - Brasil
Hepatozoon felis host Panthera onca (KU232308) - Tocantins/ Brasil
Hepatozoon sp host Leopardus tigrinus (FJ876448) - Brasil
Hepatozoon sp host Vulpes chama (KU955997) - Africa do Sul
Hepatozoon sp. host Nasua nasua (KT881540) - Campo Grande/Brasil
Hepatozoon sp host Nasua nasua (KT873266) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon sp host Vulpes vulpes (KF989489) - EUA
Hepatozoon canis host Vulpes vulpes (KF322143) - Hungria
— Hepatozoon sp host Speothus venaticus (FJ876448) - Brasil
Hepatozoon canis host Lycalopex gymnocercus (KX816958) - Santa Catarina/Brasil )
Hepatozoon canis host cdo doméstico (KY026192) - Brasil Hepatozoon canis e
Hepatozoon canis host Amblyomma sculptum (KP167594) - Pantanal/Brasil Hepatozoon sp.
7a— Hepatozoon canis host cdo domestico (EUS71737) - Porto Alegre/Brasil
Hepatozoon canis host cdo doméstico (KJ831221) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon canis host cdo doméstico (GQ176285) - Rio de Janeiro/Brasil
Hepatozoon canis host Pseudalopex gymnocercus (AY461376) - Brasil
Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (KY197001) - Turquia
ﬂ[ Haemogregarina stepanowi (KX691417)
Haemogregarina stepanowi (KT749877) | outgroup
Haemogregarina pellegrini (KM887508)

JE
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Figura 6. Posicionamento filogenético das sequéncias de Hepatozoon sp. (18S
rRNA) detectadas em roedores amostrados em cinco biomas brasileiros com base
na analise filogenética Bayesiana de um alinhamento de 800pb (protocolo de
Perkins and Keller 2001), utilizando o modelo evolutivo TPM2+F+G4. Os nameros
na arvore indicam valores de probabilidade posterior para os pontos de

ramificacdo. NUmeros de acesso estdo em indicados ao lado das sequéncias. As
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sequéncias do presente estudo estdo destacadas em vermelho com o0s respectivos

estados.

— Hepatozoon sp host Hemidactylus mabouia (KM234617) - Nordeste/Brasil
@C Hepatozoon sp host Delomys dorsalis - Rio de Janeiro/Brasil (MG925087) #Hap 2

Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776332) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon sp host Akodon montensis - S0 Paulo/Brasil (MG925088) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil (MG925078) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil (MG925079) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Rio de Janeiro/Brasil (MG925081) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Rio de Janeiro/Brasil (MG925085) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - S0 Paulo/Brasil (MG925089) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Santa Catarina/Brasil (MG925093) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Santa Catarina/Brasil (MG925094) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil (MG925083) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akedon sp - Teresépolis/Rio de Janeiro Brazil (MG925084)
Hepatozoon milleri host Akodon montensis (KU867308) - Brasil
Hepatozoon sp host Akodon montensis - S4o Paulo/Brasil (MG925090) #Hap 1
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Rio de Janeiro/Brasil (MG925082) #Hap 1 Hepatozoon sp.
Hepatozoon sp host Galea spixii - Bahia/Brasil (MG925080) #Hap 1 roedores e répteis
Hepatozoon sp host Calomys callidus- Mato Grosso/Brasil (MG925092) #Hap 1
Hepatozoon sp host Galea spixii - Ceara/Brasil (MG925088) #Hap 1
Hepatozoon sp host Amblyomma fuscum (KU955319) - Santa Catarina/Brasil
Hepatozoon sp host Necromys lasiurus - Mato Grosso/Brasil (MG925091) #Hap 1
5 — Hepatozoon sp host Abrothrix olivaceus (FJ719818) - Chile
53 @C Hepatozoon sp host Thylamys macrurus (KX776354) - Pantanal/Brasil

Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776336) - Pantanal/Brasil
84 Hepatozoon sp host Tarentola deserti (KU680460) - Marrocos
s¢— Hepatozoon sp host Myodes glareolus (JX6449986) - Hungria
0 hC Hepatozoon sp host Jaculus jaculus (KJ499537) - Mauritania/Africa
[S— Hepatozoon sp host Psammaphis schokari (KX453646) - Arabia
Hepatozoon sp host Elaphe carinata (KF939627) - China
o Hepatozoon sp host Liasis fuscus (AY252103) - Australia
Hepatozoon caiman host Caiman crocodilus yacare (MF322538) - Pantanal/Brasil
e« — Hepatozoon sp. host Hemidactylus mabouia (KM234615) - Ceara/Brasil

hC Hepatozoon sp host Crotalus durissus terrificus (KG342527) - Brasil
[ — Hepatozoon sp. host Boa constrictor (JF491242) - Oklahoma/EUA
Hepatozoon sp. host gato doméstico (JF491228) - Oklahoma/EUA
Hepatozoon americanum host Sigmodon hispidus (EU249992) - EUA
Hepatozoon americanum host coiote (JX415175) - EUA
Hepatozoon sp host Speothos venaticus (FJ876447) - Brasil Hepatozoon americanum e
Hepatozoon americanum host cdo doméstico (KU729739) - Belém/Brasil Hepatozoon sp.
Hepatozoon sp host Leopardus tigrinus (FJ876446) - Brasil
Hepatozoon sp. host gato doméstico (KP410283) - Brasil
Hepatozoon felis host Panthera onca (KU232308) - Tocantins/Brasil
Hepatozoon sp host Vulpes chama (KU955997) - Africa do Sul
Hepatozoon sp host Nasua nasua (KT873266) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon sp host Vulpes vulpes (KF989489) - EUA
Hepatozoon canis host cdo doméstico (KU535870) - Paquistdo
Hepatozoon canis host Vulpes vulpes (KF322143) - Hungria
Hepatozoon sp. host Vulpes rueppellii (KJ498515) - Mauritania/Africa
Hepatozoon sp host Speothus venaticus (FJ876448) - Brasil
Hepatozoon canis host Lycalopex gymnocercus (KX816958) - Santa Catarina/Brasil Hepatozoon canis e
Hepatozoon canis host cdo doméstico (KY026192) - Brasil Hepatozoon sp.
Hepatozoon canis host Amblyomma sculptum (KP167594) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (MG241228) - Pernambuco/Brasil
Hepatozoon canis host cdo doméstico (KJ831221) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (KY197001) - Turquia
Hepatozoon canis host cdo doméstico (KU729737) - Belém/Brasil
Hepatozoon canis host Pseudalopex gymnocercus (AY461376) - Brasil
[ﬂ[ Haemogregarina stepanowi (KX691417)
1

08

outgroup

Figura 7. Posicionamento filogenético das sequéncias de Hepatozoon sp. (18S
rRNA) detectadas em roedores amostrados em cinco biomas brasileiros com
base na andlise filogenética pelo método de Maxima Verossimilhanca de um
alinhamento de 800pb (protocolo de Perkins and Keller, 2001), utilizando o
modelo evolutivo TPM2+F+G4. Os numeros na arvore indicam valores de
bootstrap para os pontos de ramificacdo. NUmeros de acesso estdo em
indicados ao lado das sequéncias. As sequéncias do presente estudo estao

destacadas em vermelho com os respectivos estados.
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Adicionalmente, foi realizada analise de distancia por meio do software
Splitstree (Huson e Bryant, 2006) com as sequéncias obtidas no presente
estudo e aquelas para as quais maior porcentagem de identidade foi
encontrada na andlise pelo BLAST (Figura 8). As sequéncias 18S rRNA de
Hepatozoon obtidas de roedores pelo protocolo de Perkins e Keller (2001)
foram agrupadas em um grupo contendo sequéncias de outros roedores do
Brasil e do mundo, proximas as sequéncias de répteis. As sequéncias de
Hepatozoon obtidas de felideos e canideos formaram grupos distintos dos

grupos de roedores e répteis.
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Figura 8. Analise Network das sequéncias 18S rRNA de Hepatozoon (protocolo de
Perkins e Keller, 2001) obtidas de roedores amostrados no presente estudo,
comparativamente a sequéncias do protozoario sob estudo previamente detectadas
em repteis, felideos e canideos. A analise utilizou o programa Splitstree com os

parametros “Neighbor-Net e “Uncorrected p-distance”.

Das 172 amostras positivas na PCR para Hepatozoon spp. segundo
protocolo de Ujvari et al. (2004), 19 amplicons (11,04%) foram enviados ao
seqguenciamento, com base na qualidade da banda avaliada em gel de

agarose. As sequéncias de Hepatozoon spp. (18S rRNA) obtidas de amostras



36

de baco de 16 roedores (MH111405, MH111406, MH111407, MH111408,
MH111409, MH111410, MH111411, MH111412, MH111413, MH111415,
MH111416, MH111417, MH111419, MH111420, MH111422, MH111423)
mostraram 99-100% de identidade com uma sequéncia de Hepatozoon sp.
obtida de um roedor da espécie Akodon sp. (KU667308) capturado na cidade
de Botucatu, estado de Sao Paulo, utilizando o software BLAST (Tabela 4).
Uma sequéncia (MH111418) mostrou 100% de identidade com uma sequéncia
de Hepatozoon sp. obtida de uma serpente da espécie Psammophis schokari
(KX453646) capturada em Oma, na costa sudeste da Peninsula Arabica. Uma
amostra (MH111404) mostrou 100% de identidade com uma sequéncia de
Hepatozoon sp. obtida de uma serpente Phymaturus calcogaster (KX387861)
amostrada na Espanha. Por fim, (MH111421) mostrou 100% de identidade com
Hepatozoon sp. detectado em um roedor Thylamys macrurus (KX776354)

amostrado no Pantanal, Mato Grosso do Sul, Brasil (Tabela 4).

Tabela 4. Méxima porcentagem de identidade verificada pelo programa
BLAST® para sequéncias de DNA de Hepatozoon spp. obtidas a partir de
ensaios de cPCR baseados no gene 18S rRNA pelo protocolo de Ujvari et al.

(2004). Todas as sequéncias apresentaram 100% de query coverage.

Méxima
Hosp%deiro e nimero Estado/Bioma porceg;agem Hospedeiro e localidade de
e acesso . . origem
identidade
pelo BLAST
Akodon cursor Hepatozoon milleri
(MH111404, MH111406, Rio de Janeiro 100% (KU667308) — Akodon
MH111409, MH111413, (Mata Atlantica) montensis- Botucatu —SP,
MH111422, MH111423) Brasil
Hepatozoon sp. -Phymaturus
calcogaster (KX387861) -
Akodon cursor Rio de Janeiro 100% Espanha
(MH111405) (Mata Atlantica) Hepatozoon sp. -Thylamys
macruru (KX776354) - Brasil
— Pantanal
Hepatozoon milleri
Galea spixii Bahia 100% (KU667308) — Akodon
(MH111407) (Caatinga) montensis- Botucatu —SP,
Brasil
Akodon montensis Rio de Janei (K%%%?gég;)n mi("%ri
io de Janeiro — Akodon
(MH111408, MH111410, (Mata Atlantica) 100% montensis- Botucatu —SP,

MH111411, MH111412) Brasil
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Hepatozoon milleri

Galea spixii Ceara 100% (KU667308) — Akodon
(MH111415) (Caatinga) montensis- Botucatu —SP,
Brasil
Akodon montensis . . Hepatozoon milleri
(MH111416, Rio de J:imgwo 100% (KU66?308) — Akodon
MH111417) (Mata Atlantica) montensis- Bot.ucatu -SP,
Brasil
. L Hepatozoon sp CN8365 -
Rhlpl((:i'\c/)lmi/lsllech)rurus (CGe?rlzgo) 98% Psammophis schokz_iri
(KX453646) — Arabia
Hepatozoon milleri
Calomys callidus Mato Grosso 99% (KU667308) — Akodon
(MH111420) (Amazdnia) montensis- Botucatu —SP,
Brasil
Hepatozoon milleri
Necromys lasiurus Mato Grosso 99% (KU667308) — Akodon
(MH111419) (Amazobnia) montensis- Botucatu —SP,
Brasil
. Hepatozoon sp. -Thylamys
Ca'?,\rA“Hyi’lel’;gi')S“S (an‘:;rg'nr}z) 100% macrurus (KX776354)- Brasil-
Pantanal

Entre as 19 sequéncias obtidas, foi possivel analisar a diversidade de
haplétipos em 17 sequéncias devido a qualidade do alinhamento (277pb).
Foram identificados cinco haplotipos, sendo a diversidade de nucleotideos
(P)= 0,00453, diversidade de haplétipos (hd) = 0,426 e numero de sitios
variaveis (S) = 9, utilizando o software DnaSP v5 (Librado e Rozas, 2009)
(Tabela 5) e a rede de haplétipos foi gerada pelo software TCS v.1.21 (Clement
et al., 2000). O haplétipo #1 foi representado por 13 sequéncias (detectadas
em roedores nos estados Sao Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Ceara), haplétipo
#2 com uma sequéncia (Sao Paulo), haplétipo #3 com uma sequéncia (Mato
Grosso), haplétipo #4 com uma sequéncia (Mato Grosso) e haplétipo #5 com
uma sequéncia (Goias) (Figura 9). O haplotipo #1 foi o mais distribuido

geograficamente e atinge maior nimero de roedores.

Tabela 5. Polimorfismos e diversidade de sequéncias 18S rRNA de
Hepatozoon spp. (protocolo de Ujvari et al.,, 2004) obtidas em amostras de
baco de roedores amostrados em cinco biomas brasileiros.

Gene PB N SV h GC% hd(MédiazDP) Pi(Média+ DP) K
18S 276 17 9 5 0319 0426+0,147 0,00453 £ 0,00250 1,25

NS, nimero de sequéncias analisadas; PB, tamanho do alinhamento; N, numero de
sequéncias analisadas; SV, nimero de sitios variaveis; h, nimero de haplétipos; GC, contetdo
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de G+C; hd, diversidade de hapl6tipos; Pi, diversidade de nucleotideos; K, nimero médio de
diferencas

Tabela 6. Alinhamento das sequéncias de Hepatozoon spp. de roedores
obtidas a partir de ensaios de cPCR baseados no gene 18S rRNA pelo

protocolo de Ujvari et al. (2004) mostrando os sitios variaveis.

Posi¢cdo no alinhamento

NUimero de acesso 195 198 201 202 224 238 250 258 275

MH111406 A A A A C C T C T

MH111405

MH111408

MH111412

MH111413

MH111417

MH111410

MH111423

MH111411

MH111422

MH111407

MH111409

MH111415

MH111420 . . . . T

MH111419 . . . . T . A

MH111422 . . . . . T

MH111418 C G G G T . . T A
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Haplotype 1

Figura 9. Distribuicdo (A) e rede de haplotipos (B) 18S rRNA de
Hepatozoon detectados em roedores amostrados nos diferentes
biomas brasileiros.

Tabela 7. Relacdo, frequéncia e alocacdo de haplotipos 18S rRNA de
Hepatozoon de roedores no respectivo agrupamento da rede haplotipica

(Figura 9) dos individuos amostrados nos diferentes estudos brasileiros.

Haplétipo Frequéncia Individuos que contém o haplétipo

MH111406, MH111405, MH111408, MH111412, MH111413,

MH111410, MH111423, MH111411, MH111422, MH111409 (Rio

de Janeiro)

1 13

MH111407(Bahia)

MH111415 (Ceara)

MH111417 (S&o Paulo)

2 1 MH111416 (S&o Paulo)
3 1 MH111420 (Mato Grosso)
4 1 MH111419 (Mato Grosso)

5 1 MH111418 (Goias)
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A andlise filogenética Bayesiana de um alinhamento de 600pb utilizando
modelo evolutivo TIM1+I+G agrupou as sequéncias em trés grandes clados, a
saber: i.) um clado agrupando sequéncias de Hepatozoon spp. obtidas em
roedores e répteis; ii.) um clado reunindo sequéncias de H. canis e Hepatozoon
spp. detectados em canideos domeésticos e selvagens; iii.) um clado agrupando
sequéncias de H. americanum e Hepatozoon spp. detectados em felideos
domésticos e selvagens, quatis e canideos. Os clados apresentaram suporte
estatistico consideravel (acima de 85) (Figura 10). Foram utilizadas como
grupos externos trés sequéncias de hemogregarinas. A analise filogenética
pelo método de Méxima Verossimilhanca de um alinhamento de 600pb
utilizando o modelo evolutivo TIM1+I+G apresentou topologia semelhante

aguela descrita para a analise Bayesiana (Figura 11).
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— Hepatozoon sp host Calomys expulsus (MH111421) - Tocantins/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111404) - Rio de Janeiro/Brasil
— Hepatozoon sp host Akodon montensis (MH111408)- Rio de Janeiro/Brasil
Hepatozoon sp host Akodon montensis (MH111411) - Rio de Janeiro/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon montensis (MH111410) - Rio de Janeiro/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111406)- Rio de Janeiro/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111405)- Rio de Janeiro/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111409) - Rio de Janeiro/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon montensis (MH111412) - Rio de Janeiro/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111413) - Rio de Janeiro/Brasil
— Hepatozoon sp host Akodon montensis (MH111417) - Sao Paulo/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111423)- Rio de Janeiro/Brasil
—— Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111422)- Rio de Janeiro/Brasil
—— Hepatozoon sp host Galea spixii (MH111407) - Bahia/Brasil
Z—Hepatozoon sp host Galea spixii (MH111415) - Ceara/Brasil
——— Hepatozoon sp host Akodon montensis (MH111416)- Sao Paulo/Brasil
—— Hepatozoon sp host Calomys callidus (MH111420) - Mato Grosso/Brasil @
—— Hepatozoon sp host Necromys lasiurus (MH111419) -Mato Grosso/Brasil @
— Hepatozoon sp host Rhipidomys macrurus (MH111418) - Goias/Brasil @ Hepatozoon sp.
Hepatozoon milleri host Akodon montensis (KUB67308) - Brasil roedores e répteis
—— Hepatozoon sp host Liasis fuscus (AY252103) - Australia
—— Hepatozoon sp host Psammophis schokari (KX453646) - Arabia
—— Hepatozoon caiman host Caiman crocodilus yacare (MF322539) - Pantanal/Brasil
8] Hepatozoon sp host Elaphe carinata (KF939627) - China
—— Hepatozoon sp host Jaculus jaculus (KJ499537) - Mauritania/Africa
—— Hepatozoon sp host Jaculus orientalis (KJ499529) - Marrocos
—— Hepatozoon sp host Hemidactylus mabouia (KM234617) - Brasil
Hepatozoon sp host Abrothrix olivaceus (FJ719815) - Chile
8 EE Hepatozoon sp host Thylamys macrurus (KX776354) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776336) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon sp host Myodes glareolus (JX644996) - Hungria
94 E Hepatozoon sp. host Hemidactylus mabouia (KM234615) - Ceara/Brasil
Hepatozoon sp. host Boa constrictor (JF491242) - Oklahoma/EUA
69 E Hepatozoon sp host Phymaturus calcogaster (KX387860)
Hepatozoon sp host Crotalus durissus terrificus (KC342526) - Brasil
Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (KY197001) - Turquia
Hepatozoon canis host Amblyomma sculptum (KP167594) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon canis host cdo doméstico (KJ831221) - Pantanal/Brasil
Hepatozoon canis host Lycalopex gymnocercus (KX816958) - Santa Catarina/Brasil
91 Hepatozoon canis host cdo doméstico (EU571737) - Porto Alegre/Brasil
Hepatozoon sp host Vulpes vulpes (KF989489) - EUA e Hepatozoon sp.
Hepatozoon sp. host Vulpes rueppellii (KJ499515) - Mauritania/Africa
Hepatozoon canis host Pseudalopex gymnocercus (AY461376) - Brasil
Hepatozoon sp host Vulpes chama (KU955997) - Africa do Sul
a8 100 — Hepatozoon sp. host gato doméstico (JF491228) - Oklahoma/EUA
—= 100 Hepatozoon americanum host Sigmodon hispidus (EU249992) - EUA
Hepatozoon americanum host coiote (JX415175) - EUA Hepatozoon americanum
a1 Hepatozoon americanum host cdo doméstico (KU729739) - Belém/Brasil e Hepatozoon sp.
85 Hepatozoon felis host Panthera onca (KU232308) - Tocantins/Brasil
Hepatozoon sp. host gato doméstico (KP410283) - Brasil
Hepatozoon sp. host Nasua nasua (KT881540) - Campo Grande/ Brasil

100 — Haemogregarina stepanowi (KX691417)
% Haemogregarina stepanowi (KT749877) | outgroup
Haemogregarina pellegrini (KMB887508)

Figura 10. Posicionamento filogenético das sequéncias de Hepatozoon spp.

Hepatozoon canis

(18S rRNA) detectadas em roedores amostrados em cinco biomas brasileiros
com base na andlise filogenética Bayesiana de um alinhamento de 600pb
(protocolo de Ujvari et al. 2004) utilizando o modelo evolutivo TIM1+1+G. Os
nameros na arvore indicam valores de suporte de clado para os pontos de
ramificagcdo. NUmeros de acesso estdo em indicados ao lado das sequéncias.

As sequéncias do presente estudo estdo destacadas em vermelho.
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Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111404) - Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon montensis ( MH111411) - Rio de Janeiro/Brazil
Hepatazoon sp host Akadon montensis (MH111408) - Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Akadon montensis (MH111410)- Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111406) - Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon mentensis (MH111412)- Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111413) - Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon montensis (MH111416) - Sao Paulo/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111422)- Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111423) - Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Galea spixii (MH111415)- Cearé/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon montensis (MH111417) - Sao Paulo/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111405) - Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon cursor (MH111409) - Rio de Janeiro/Brazil
66 Hepatozoon sp host Galea spixii (MH111407) - Bahia/Brazil
H 1 milleri host Akodon montensis (KU667308) - Brazil
Hepatozoon sp host Calomys callidus (MH111420)- Mato Grosso/Brazil @
Hepatozoon sp host Necromys lasiurus (MH111419) - Mato Grosso/Brazil # Hepatozoon sp. roedores e
58 56 Hepatozoon sp host Calomys expulsus (MH111421)- Tocantins/Brazil répteis
18 \ — Hepatozoon sp host Abrothrix olivaceus (FJ719815) - Chile
\ig Hepatozoon sp host Rhipidomys macrurus (MH111418) - Goias/Brazil @
!

2— Hepatozoon sp host Thylamys macrurus (KX776354) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776353) - Pantanal/Brazil

&0 i Hepatozoon sp host Psammophis schokari (KX453646) - Arabia

78 @E Hepatozoon sp host Myodes glareolus (JX644996) - Hungary

Hepatozoon sp host Myodes glareolus (KU597253) - Slovakia
70 H 1 sp host Hemidactylus mabouia (KM234617) - Brazil
91 H 1 sp host Elaphe carinata (KF939627) - China
Hepatozoon sp host Liasis fuscus (AY252103) - Australia
Hep 1 caiman host Caiman crocodilus yacare (MF322539) - Pantanal/Brazil
100 (— Hepatozoon sp. host Hemidactylus mabouia (KM234615) - Ceara/Brazil
' Hepatozoon sp. host Boa constrictor (JF491242) - Oklahoma/USA
89 — Hepatozoon sp host Phymaturus calcogaster (KX387860)
' Hepatozoon sp host Crotalus durissus terrificus (KC342526) - Brazil

Hep 1 sp host Vulpes vulpes (KF989489) - USA
Hepatozoon sp. host Vulpes rueppellii (KJ499515) - Mauritania/North Africa
Hepatozoon canis host Amblyomma sculptum (KP167594) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon canis host dog (KJ831221) - Pantanal/Brazil Hepatozoon canis e
Hepatozoon canis host dog (GQ176285) - Rio de Janeiro/Southeast Brazil Hepatozoon sp.
Hepatozoon canis host dog (FJ943578) - Recife/Northeast Brasil
Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (MG241229) - Pernambuco/Brazil
Hepatozoon canis host Lycalopex gymnocercus (KX816958) - Santa Catarina/Brazil
Hepatozoon canis host Pseudalopex gymnocercus (AY481376) - Brazil
Hepatozoon sp host Vulpes chama (KU955997) - South Africa
ﬁ Hepatozoon sp. host cat (JF491228) - Oklahoma/USA
1m0

Hepatozoon americanum host Sigmodon hispidus (EU249992) - USA
Hepatozoon americanum host coyotes (JX415175) - USA
Hepatozoon americanum host dog (KU729739) - Belém/Brazil
Hepatozoon silvestres host Felis silvestris silvestris (KX757032) - Bosnia and Herzegovina
Hepatozoon felis host Panthera onca (KU232308) - Tocantins/Brazil
Hepatozoon sp. host cat (KP410283) - Midwest Brazil
100— Haemogregarina stepanowi (KX691417)
100 F_E Haemogregarina stepanowi (KT749877) | outgroup
[— Haemogregarina pellegrini (KM887508)

Hepatozoon americanum
e Hepatozoon sp.

Figura 11. Posicionamento filogenético das sequéncias de Hepatozoon
sp.(18S rRNA) detectadas em roedores amostrados em cinco biomas
brasileiros com base na analise filogenética Maxima Verossimilhanca de um
alinhamento de 600pb (protocolo de Ujvari et al. 2004) utilizando o modelo
evolutivo TIM1+I+G. Os nameros na arvore indicam valores de bootstrap para
0s pontos de ramificacdo. Numeros de acesso estdo em indicados ao lado das

sequéncias. As sequéncias do presente estudo estdo destacadas em vermelho.

A analise de distancia realizada com o software Splitstree (HUSON e
BRYANT 2006) (Figura 12) das sequéncias 18S rRNA de Hepatozoon obtidas
de amostras de baco de roedores pelo protocolo de Ujvari et al. (2004) revelou
gue as sequéncias do presente estudo foram agrupadas em um grupo com
sequéncias de outros roedores do Brasil e do mundo, proximas as sequéncias
de répteis. As sequéncias de Hepatozoon obtidas de felideos e canideos
formaram grupos distintos dos grupos de roedores, porém proximas a duas
sequéncias de répteis (KC342525 e KX453608).
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Figura 12. Analise Network das sequéncias 18S rRNA de Hepatozoon
(protocolo de Ujvari et al., 2004) obtidas de roedores amostrados no presente
estudo, comparativamente a sequéncias dos protozodrios sob estudo
previamente detectadas em répteis, felideos e canideos. A analise utilizou o
programa Splitstree com os parametros “Neighbour-Net e “Uncorrected p-

distance”.

Das sequéncias obtidas no sequenciamento, nove correspondiam aos
amplicons obtidos de um mesmo hospedeiro pelos dois protocolos de PCR
baseados no gene 18S rRNA, sendo entdo utilizadas na analise filogenética
concatenada dos dois fragmentos (800 pb e 600 pb). Essa andlise mostrou
resultados semelhantes as analises dos fragmentos separados, dividindo as
sequéncias nos trés grandes clados previamente descritos (Tabela 6). Todas
as sequéncias mostraram 99-100% de identidade com uma amostra de
Hepatozoon sp. obtida de um carrapato do género Ixodes amostrado no Chile
(MH174345), utilizando o software BLAST. As sequéncias concatenadas
obtidas de um espécime de Akodon sp. amostrado no Rio de Janeiro e de um
exemplar de Galea spixii amostrado no Ceara também mostraram 99% de

identidade para uma sequéncia de Hepatozoon sp. detectada em um espécime
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de Tarentola deserti no Marrocos (KU680460). Duas sequéncias detectadas
em espécimes de Akodon montensis capturado no estado de S&o Paulo e
Calomys sp. capturado no estado do Mato Grosso também mostraram 100% e
99% de identidade com uma sequéncia de Hepatozoon sp. obtida de um
marsupial  (Abothrix  olivaceus) capturado no Chile (FJ719818),
respectivamente. Uma sequéncia de Hepatozoon sp. obtida de Necromys
lasiurus amostrado no estado do Mato Grosso mostrou 99% de identidade com
Hepatozoon sp. detectado em um réptil (Elaphe carinata) na China
(KF939627). Uma sequéncia de Hepatozoon sp. detectada em um espécime de
Akodon montesis capturado no estado de Sdo Paulo mostrou 100% de
identidade com sequéncia de Hepatozoon caimani obtida de um jacaré

(Caiman crocodilos) amostrado no Pantanal, Brasil (MF435048).

Tabela 8. Méxima porcentagem de identidade verificada pelo programa
BLAST® para sequéncias concatenadas de DNA de Hepatozoon spp. obtidas a
partir de ensaios de cPCR baseados no gene 18S rRNA pelos protocolo de
Ujvari et al. (2004) e Perkins and Keller (2001). Todas as sequéncias

apresentaram 100% de Query coverage

Maxima
Hospedeiro  Estado/Bioma E-value porcentagem de Hospedeiro e localidade de
P identidade pelo origem
BLAST
Rio de Janeiro o Hepatozoon sp. host Ixodes sp.
Akodon sp. 1o Adantica)  0° 000 (MH174345) - Chile
o Bahia o Hepatozoon sp. host Ixodes sp.
Galeaspixii (caatinga) 0.0 100% (MH174345) - Chile
Rio de Janeiro o Hepatozoon sp. host Ixodes
Akodonsp.  iata Adantica)y 00 Upgre sp. (MH174345) - Chile
100% Hepatozoon sp. host Ixodes
Akodon s Rio de Janeiro 0.0 sp. (MH174345) — Chile
P- (Mata Atlantica) ' 99% Hepatozoon sp. -Tarentola deserti

(KU680460)- Marrocos
’ 100% Hepatozoon sp. host Ixo_des
Galea spixii Ceara 0.0 sp. (MH174345) — Chile :
(Caatinga) : 99% Hepatozoon sp. -Tarentola deserti
0 (KU680460)- Marrocos
Hepatozoon sp. host Abothrix
Akodon Séo Paulo 0.0 99% olivaceus (FJ719818) - Chile

montesis (Mata Atlantica) ' Hepatozoon sp. host Ixodes
sp. (MH174345) — Chile

100% Hepatozoon sp. host Ixodes

Necromys Mato Grosso 0.0 sp. (MH174345) — Chile
lasiurus (Amazo6nia) : Hepatozoon sp. host Elaphe carinata
99% (KF939627) - China
Hepatozoon sp. host Abothrix
Calomys Mato Grosso olivaceus (FJ719818) - Chile
P 0.0 99%
sp. (Amazonia) Hepatozoon sp. host Ixodes

sp. (MH174345) — Chile
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Akodon Sao Paulo
. A le-162 100% 100% - Hepatozoon sp. host Ixodes
montesis (Mata Atlantica) sp. (MH174345) — Chile

Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil
Hepatozoon sp host Calomys callidus- Mato Grosso/Brasil
Hepatozoon sp host Galea spixii - Ceara/Brasil
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brasil
Hepatozoon sp host Akodon montesis - Sao Paulo/Brasil
Hepatozoon sp host Galea spixii - Bahia/Brasil
Hepatozoon sp host Akodon montesis - Sao Paulo/Brazil
Hepatozoon sp host Thylamys macrurus (KX776354) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776336) - Pantanal/Brazil
gHepamzoon milleri host Akodon montensis (KUG67308) - Brazil

86

63
(306) Hepatozoon sp host Necromys lasiurus - Sapezal/Mato Grosse Brazil

Hepatozoon sp host Amblyomma fuscum (KU955319) - Santa Catarina/Brazil

([ Hepatozoon sp host Psammophis schokari (KX453646) - Arabia
Hepatozoon sp host Abrothrix olivaceus (FJ719815) - Chile Hepatozoon sp. roedores e
75 E Hepatozoon sp host Hemidactylus mabouia (KM234617) - Northeast/Brasil répteis

Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776332) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon sp host Tarentola deserti (KU680460) - Morocco

Hepatozoon sp host Jaculus orientalis (KJ499529) - Morocco

Hepatozoon sp host Myodes glareolus (JX644996) - Hungary

Hepatozoon sp host Elaphe carinata (KF939627) - China

Hepatozoon sp host Liasis fuscus (AY252103) - Australia

Hepatozoon caiman host Caiman crocodilus yacare (MF322539) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon sp host Crotalus durissus terrificus (KC342527) - Brazil

Hepatozoon sp. host Hemidactylus mabouia (KM234615) - Ceara/ Northeast Brazil
Hepatozoon sp. host Boa constrictor (JF491242) - Oklahoma/USA

Hepatozoon sp host Crotalus durissus terrificus (KC342526) - Brazil

Hepatozoon sp host Phymaturus calcogaster (KX387861)

Hepatozoon sp host Phymaturus calcogaster (KX387860)

Hepatozoon sp host Vulpes chama (KU955997) - South Africa

Hepatozoon sp. host cat (KP410283) - Midwest Brazil

Hepatozoon felis host Panthera onca (KU232308) - Tocantins/ Northeast Brazil | Hepatozoon sp. e Hepatozoon
Hepatozoon americanum host dog (KU729739) - Beléem/North Brazil americanum

Hepatozoon sp. host cat (JF491228) - Oklahoma/USA

Hepatozoon americanum host Sigmodon hispidus (EU249992) - USA

Hepatozoon americanum host coyotes (JX415175) - USA

Hepatozoon sp host Speothos venaticus (FJ876447) - Sao Paulo/Brazil

Hepatozoon sp host Leopardus tigrinus (FJ876448) - Jundiai/Brazil

Hepatozoon silvestres host Felis silvestris silvestris (KX757032) - Bosnia and Herzegovina

100 EHepatozoon sp. host Nasua nasua (KT881540) - Campo Grande/ Midwest Brazil Hepatozoon sp. Quatis
Hepatozoon sp host Nasua nasua (KT873266) - Pantanal/Brazil

% — Hepatozoon sp host Vulpes vulpes (KF989489) - USA
&E Hepatozoon canis host dog (KU535870) - Pakistan
Hepatozoon canis host Vulpes vulpes (KC886726) - Hungary
.azEHepatozoon sp. host Vulpes rueppellii (KJ499515) - Mauritania/North Africa

Hepatozoon sp host Speothus venaticus (FJ876448) - Cuiaba/Brazil
Hepatozoon canis host Lycalopex gymnocercus (KX816958) - Santa Catarina/South Brazil

Hepatozoon canis host dog (KY026192) - Brazil Hepatozoon spp. e
Hepatozoon canis host Amblyomma sculptum (KP167594) - Pantanal/Brazil Hepatozoon canis
100 & Hepatozoon canis host dog (KU729737) - Belém/North Brazil

Hepatozoon canis host dog (KJ831221) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon canis host dog (FJ943578) - Recife/Northeast Brasil
Hepatozoon canis host Pseudalopex gymnocercus (AY461376) - Brazil
Hepatozoon canis host dog (JX118828) - Campo Grande/Midwest Brazil
Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (MG241229) - Pernambuco/Northeast Brazil
Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (KY197001) - Turkey
Hepatozoon sp host dog (AY864678) - Brazil
Hepatozoon canis host dog (KU961968) - Maio Island
100 — Haemogregarina stepanowi (KX691417)

100 EHar—:ml:)gregar'ina stepanowi (KT749877) | outgroup

LHaemogregar’ina pellegrini (KM887508)

Figura 13. Posicionamento filogenético das sequéncias concatenadas de
Hepatozoon spp. (18S rRNA) detectadas em roedores amostrados em cinco
biomas brasileiros com base na analise filogenética Bayesiana de um
alinhamento de 1462pb utilizando o modelo evolutivo TIM+G. Os nimeros na
arvore indicam valores de probabilidade posterior para os pontos de
ramificagcdo. NUumeros de acesso estdo em indicados ao lado das sequéncias.
As sequéncias do presente estudo estdo destacadas em vermelho com os

respectivos biomas.
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Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brazil
10— Hepatozoon sp host Akodon montensis- Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Calomys callidus- Mato Grosso/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Sao Paulo/Brazil
Hepatozoon sp host Galea spixii - Ceara/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon cursor - Rio de Janeiro/Brazil
Hepatozoon sp host Galea spixii -Bahia/Brazil
Hepatozoon sp host Akodon montensis - Sao Paulo/Brazil
Hepatozoon sp host Thylamys macrurus (KX776354) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776353) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon milleri host Akodon montensis (KU667308) - Brazil Hepatozoon sp. roedores
Hepatozoon sp host Necromys lasiurus - Sapezal/Mato Grosso Brazil e répteis
Hepatozoon sp host Amblyomma fuscum (KU955319) - Santa Catarina/Brazil
Hepatozoon sp host Abrothrix olivaceus (FJ719818) - Chile
Hepatozoon sp host Hemidactylus mabouia (KM234617) - Northeast/Brasil
Hepatozoon sp host Oecomys mamorae (KX776332) - Pantanal/Brazil
Hepatozoon sp host Myodes glareolus (JX644996) - Hungary
Hepatozoon sp host Jaculus jaculus (KJ499537) - Mauritania/North Africa

a@ 99[:

Hepatozoon sp host Elaphe carinata (KF939627) - China
53 — Hepatozoon sp host Liasis fuscus (AY252103) - Australia
' Hepatozoon caiman host Caiman crocodilus yacare (MF322539) - Pantanal/Brazil

95— Hepatozoon sp host Crotalus durissus terrificus (KC342527) - Brazil
o r_CHepaloznnn sp. host Hemidactylus mabouia (KM234615) - Ceara/ Northeast Brazil
Hepatozoon sp. host Boa constrictor (JF491242) - Oklahoma/USA
80 — Hepatozoon sp host Crotalus durissus terrificus (KC342526) - Brazil

' Hepatozoon sp host Phymaturus calcogaster (KX387861)
Hepatozoon sp host Vulpes chama (KU955997) - South Africa
Hepatozoon americanum host dog (KU729739) - Belém/North Brazil
Hepatozoon sp. host cat (JF491228) - Oklahoma/USA Hepatozoon sp. e

Hepatozoon americanum host Sigmodon hispidus (EU249992) - USA Hepatozoon americanum
Hepatozoon americanum host Canis latrans (JX415175) - USA

Hepatozoon sp host Speothos venaticus (FJ876447) - Sao Paulo/Brazil

Hepatozoon silvestres host Felis silvestris silvestris (KX757032) - Bosnia

Hepatozoon sp. host Vulpes rueppellii (KJ499515) - Mauritania/North Africa

Hepatozoon sp host Speothus venaticus (FJ876448) - Cuiaba/Brazil

Hepatozoon canis host dog (FJ943578) - Recife/Northeast Brasil

Hepatozoon canis host Amblyomma sculptum (KP167594) - Pantanal/Brazil Hepatozoon sp. e
Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (KY197001) - Turkey Hepatozoon canis
Hepatozoon canis host Lycalopex gymnocercus (KX816958) - Santa Catarina/South Brazil

Hepatozoon canis host Pseudalopex gymnocercus (AY461376) - Brazil

Hepatozoon canis host dog (KJ831221) - Pantanal/Brazil

Hepatozoon canis host Rhipicephalus sanguineus (MG241229) - Pernambuco/Northeast Brazil

(EE Haemogregarina stepanowi (KX691417)

| —

100

Haemogregarina stepanowi (KT749877) outgroup
Haemogregarina pellegrini (KM887508)

Figura 14. Posicionamento filogenético das sequéncias concatenadas de
Hepatozoon sp.(18S rRNA) detectadas em roedores amostrados em cinco
biomas brasileiros com base na analise filogenética Maxima Verossimilhanca
de um alinhamento de 1462pb utilizando o modelo evolutivo TIM+G. Os
nameros na arvore indicam valores de bootstrap para os pontos de ramificacéo.
NUmeros de acesso estdo em indicados ao lado das sequéncias. As
sequéncias do presente estudo estdo destacadas em vermelho com os

respectivos biomas.

As analises de diversidade de hapldtipos com o software softawe TCS
v.1.21 (Clement et al., 2000) e de genealogia com o software Splitstree v4.11.3
(Huson e Bryant, 2006) ndo foram realizadas para as sequéncias
concatenadas, uma vez que as mesmas apresentaram um “‘gap”’ de
aproximadamente 100pb no alinhamento realizado pelo software MAFFT
(Katoh et al. 2017), impossibilitando a realizacdo das referidas anélises.

Adicionalmente foi realizada a construcdo da rede de haplotipos
utilizando sequéncias 18S rRNA de Hepatozoon spp. detectados em roedores
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em outros estudos realizados no Brasil até o presente momento (Demoner et
al., 2016; Wolf et al., 2016; Sousa et al., 2017; Demoner et al., 2018). Para tal,
foram selecionadas 26 sequéncias e a andlise foi realizada com o software
TCS v.1.21 (Clement et al., 2000) (Figuras 15). Por meio da analise TCS
foram encontrados 6 haplétipos, que foram agrupados em dois grandes grupos
de hapldtipos: um agrupamento pertencente a regido litoranea do pais e Mato
Grosso e outro pertencente & mais regido central do pais (Goias e Mato Grosso
do Sul). O haplotipo #1 foi representado por 15 sequéncias (detectadas em
roedores nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Ceard), haplétipo
#2 com uma sequéncia (Sao Paulo), haplétipo #3, #4 com sequéncias do Mato
Grosso, haplotipo #5 com quatro sequéncias de Mato Grosso do Sul e
haplétipo #6 com sequéncia de Goias. Adicionalmente, um haplétipo separado
da rede foi formado (threshold 95%), composto de trés sequéncias do Mato
Grosso do Sul (KX776337, KX776344, KX776351) (Tabela 9; Figuras 15).

Legenda:
| AMAZONIA
[ caATINGA
CERRADO
Bl MATA ATLANTICA
PAMPA

B PANTANAL

Figura 15. A) Distribuicdo dos agrupamentos de haplotipos 18S rRNA de
Hepatozoon (1 representado pela cor azul e 2 representado pela cor rosa)
detectados em roedores amostrados em diferentes biomas brasileiros. B)Rede
de haplétipos ndo enraizada para Hepatozoon sp. gerada através das
sequéncias do gene ribossomal 18S rDNA com o softawe TCS v.1.21 (Clement
et al., 2000). Cada linha da rede representa um simples passo mutacional; os
pequenos circulos indicam haplotipos hipotéticos que séo intermediarios
necessarios entre os haplétipos amostrados, mas que nao foram observados
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na amostra. O agrupamento 1 esta identificado em azul e o agrupamento 2
esta indentificado em rosa (Tabela 9).

Tabela 9. Relacdo, frequéncia e alocacdo de haplétipos 18S rRNA de
Hepatozoon de roedores no respectivo agrupamento da rede haplotipica
(Figura 15) dos individuos amostrados nos diferentes estudos brasileiros.
O agrupamento 1 esta identificado em azul e o agrupamento 2 esta

indentificado em rosa.

Haplo6tipo Frequéncia Individuos que contém o haplotipo

MH111406, MH111405, MH111408, MH111412, MH111413,

MH111410, MH111423, MH111411, MH111422, MH111409 (Rio de

Janeiro)

1 14

MH111407(Bahia)

MH111415 (Ceard)

KU667309, MH111417 (S&o Paulo)

2 1 MH111416 (S&o Paulo)
3 2 MH111420, KP757838 (Mato Grosso)
4 1 MH111419 (Mato Grosso)
5 1 MH111418 (Goias)
6 1 KX776349, KX776343, KX776353, KX776345 (Mato Grosso do Sul)

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi aplicada a fim de se
testar o grau de particAo da variacdo genética entre as populacdes de
Hepatozoon sp. amostradas. Considerou-se cada um dos agrupamentos
(agrupamento 1 e 2) como uma populagdo, de acordo com o resultado da
analise de haplétipos realizada pelo software TCS. Os resultados desta anélise
foram todos significativos (P<0,1) e evidenciaram elevada diferenciacao

genética entre os individuos dentro dos agrupamentos (Tabela 10). O alto valor
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de FST resultante (FST= 0,7267*) indica um elevado grau de estruturacéo

genética entre os agrupamentos amostrados.

Tabela 10. Teste AMOVA. Nesse teste, cada um dos agrupamentos

(agrupamentos 1 e 2) foi considerado como uma populacéao.

Tipo de variagao Componentes da variagcdo Porcentagem davariacdo Indice de fixag&o
Entre populagbes 2,85953 Va 72,67% FST=0,7267*
Dentro das popula¢des 1,07566 Vb 27,33%

*Valor significativo (p=<0,1).

6. DISCUSSAO

A epidemiologia de Hepatozoon sp. em animais selvagens e domésticos no
Brasil ainda ndo estad totalmente elucidada. O papel dos roedores na
epidemiologia das espécies de Hepatozoon spp. circulantes em vertebrados no
Brasil deve ser melhor investigado. Pouco se sabe sobre a ocorréncia e
diversidade de Hepatozoon spp. em roedores no Brasil, visto que os trabalhos
realizados até o presente momento pontuais e escassos.

Neste sentido, o presente estudo mostrou a ocorréncia de Hepatozoon sp.
em diversas espécies de roedores amostradas em cinco biomas brasileiros,
Cerrado, Pantanal, Amazonia, Caatinga e Mata Atlantica. Sessenta e nove
(14,93%) amostras de baco de roedores mostraram-se positivas na PCR para
Hepatozoon spp. baseada no gene 18S rRNA segundo o protocolo de Perkins
and Keller (2001), sendo o parasita detectado em 18/31 (58,06%) géneros
diferentes de roedores. Cento e setenta e duas amostras (36,83%) mostraram-
se positivas para Hepatozoon sp. segundo o protocolo de cPCR baseado no
gene 18S rRNA descrito por Ujvari et al. (2004), sendo o agente detectado em
24/31 (77,41%) géneros diferentes de roedores. No total, Hepatozoon sp. foi
detectado em 24 géneros diferentes de roedores (77,41%). A porcentagem de
animais e géneros positivos no presente estudo foi superior aquela relatada em
outros estudos realizados no Brasil. Neste sentido, Sousa et al. (2017)
relataram a presenca de DNA de Hepatozoon sp. em 8% e 1,2% das amostras
bioldgicas de roedores das espécies Oecomys marmorae e Thrichomys fosteri

pelo protocolo de Perkins & Keller (2001), e em 36% e 15,5% das amostras
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teciduais de roedores das mesmas espécies, respectivamente, pelo protocolo
de Uvjvari et al. (2004). No estudo realizado no municipio de Botucatu por
Demoner et al. (2016), 100% (4/4) dos géneros amostrados naquele estudo
mostraram-se positivos, embora a diversidade taxondémica de roedores
amostrados tenha sido bem menor que aquela alcangcada no presente estudo.
Desta forma, o presente trabalho apresenta um alto nUmero de géneros de
roedores positivos para Hepatozoon spp., sendo a primeira descricdo de
positividade para o parasita sob estudo em Rattus rattus, Mus musculus,
Proechimys roberti, P. cuvieri, G. spixii, Hylaesamys megacephalus,
Gracilinanus agilis, Cerradomys scotti, C. akroai, C. marinhus e Wiedomys
cerradensis. Além disso, foram detectados roedores positivos em regifes
brasileiras estudadas pela primeira vez, como Tremendal, Curacé e Livramento
(Bahia), Jaguaruana e Russas (Ceara), Florianépolis (Santa Catarina),
Teresopolis e Sumidouro (Rio de Janeiro), Divinopolis e Novo Jardim
(Tocantins) e Curralinho (Pard). O presente estudo mostra uma taxa de
positividade para Hepatozoon spp. moderadamente alta entre os roedores
amostrados, com descricdo do parasitismo pela primeira vez em determinadas
espécies e em localidades outrora ndo investigadas. Provavelmente a ampla
amostragem, na qual 472 roedores foram amostrados em cinco diferentes
biomas, com caracteristicas climaticas e ambientais diversas, pode ter
influenciado nos resultados obtidos.

As sequéncias detectadas em roedores no presente estudo
apresentaram valores de query coverage e identidade elevados (98-100%)
para sequéncias de Hepatozoon spp. obtidas de roedores, répteis e
ectoparasitas e previamente descritas em estudos no Brasil e no mundo. A
analise de identidade pelo BLAST e a filogenia (inferida pelos métodos de
Méaxima Verossimilhanca, Bayesiana e Splitstree) apresentaram resultados
semelhantes para ambos os fragmentos amplificados do gene 18S rRNA
analisados separadamente e de forma concatenada. As sequéncias do
presente estudo agruparam-se em um grande clado com sequéncias de
Hepatozoon spp. de roedores e répteis. Os resultados encontrados no presente
estudo corroboram com resultados obtidos em outros trabalhos realizados no
Brasil e no mundo. HamsSikova et al. (2016) observaram que as espécies de

Hepatozoon encontradas em roedores amostrados na Eslovaquia e Republica
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Tcheca encontravam-se filogeneticamente proximas as sequéncias detectadas
em lagartos e serpentes, sendo distintas das sequéncias de H. canis obtidas
em caes. Sousa et al. (2017), analisando sequéncias de roedores obtidas no
Pantanal brasileiro encontraram resultados semelhantes, sendo as sequéncias
de roedores e répteis agrupados em um grande clado, separadamente
daquelas obtidas em canideos e felideos, as quais formaram um outro grande
clado. Os achados sugerem que os roedores parecem possuir um papel
importante como hospedeiros intermediarios ou paraténicos para infec¢des por
Hepatozoon em répteis.

A transmissdo de Hepatozoon spp. para serpentes e lagartos usualmente
envolve a predacdo de hospedeiros paraténicos ou intermediarios contendo
formas cisticas do protozoario (Smith, 1996). Neste sentido, Hepatozoon
cuestensis foi descrita parasitando a serpente brasileira Crotalus durissus
terrificus, que tem como habito alimentar a predacéo de roedores. Segundo os
autores, essa espécie de serpente pode se infectar por meio da predacéo de
roedores infectados ou infestados por carrapatos/acaros infectados (O’Dwyer et
al., 2013). Ainda no Brasil, Gomes et al. (2018) detectaram a presenca de H.
cuestensis (haplotipo CPVO04) pela primeira vez em roedores da espécie
Hydrochoerus hydrochaeris, sendo que este parasita havia sido descrito até
aguele momento somente em répteis (O’'Dwyer et al., 2013; Tomé et al.,2016).
Uma vez que filhotes de capivaras podem ser predadas por serpentes (Moreira
et al., 2013), sugere-se que a transmissao desta espécie de Hepatozoon possa
ocorrer entre capivaras e serpentes por meio do carnivorismo.

A diversidade de haplétipos é controlada por diferentes processos, incluindo
mutacédo, recombinacdo e demografia (Stumpf, 2004). A diversidade de
haplétipos observada em nosso estudo foi superior aquela detectada em
roedores em outros estudos brasileiros. Gomes et al. (2018) encontraram
quatro haplétipos diferentes, CPV01/CTUOL (KY965141), CPV02 (KY965142),
CPV03 (KY965143) e CPV04 (KY965144) na espécie H. hydrochaeris, em
estudo realizado na llha do Marajo, regido norte do pais. No estudo realizado
no Mato Grosso do Sul (Pantanal brasileiro), trés haplotipos diferentes de
Hepatozoon foram encontrados na espécie de roedor T. fosteri, ao se
sequenciar um fragmento do gene 18S rRNA obtido pelo protocolo de Ujvari et
al (2004). Ja o alinhamento das sequéncias obtidas utilizando o protocolo de
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cPCR de Perkins e Keller (2001) mostrou a presenca de quatro haplotipos
(Sousa et al., 2017). Entre as 13 sequéncias analisadas no presente trabalho
obtidas pelo protocolo de cPCR de Perkins e Keller (2001), foram identificados
dois haplétipos. Entre as 17 sequéncias obtidas pelo protocolo de cPCR de
Ujvari et al. (2004) foram identificados cinco haplétipos, sendo a diversidade de
nucleotideos (Pi)= 0,00453 e diversidade de haplétipos (hd) = 0,426. Baseado
nesses resultados, sugere-se que a analise de haplotipos seja baseada em
amplicons 18S rRNA obtidos pelo protocolo de Ujvari et al. (2004).
Diferentemente de estudos prévios, o presente trabalho analisou a
diversidade de haplotipos 18S rDNA de Hepatozoon spp. descritos até o
momento no Brasil. Na andlise conduzida no presente estudo foram
encontrados 6 haplotipos, mostrando uma grande heterogeneidade de
Hepatozoon sp. parasitando esse grupo de hospedeiros. A existéncia de
estruturacdo genética entre as populacdes foi testada através da anadlise de
variancia molecular com os grupos escolhidos através da analise de haplétipos
realizada pelo TCS. Os dois agrupamentos demonstrados pelo TCS
apresentaram elevado grau de estruturacdo genética quando comparados. O
valor obtido de Fst (0,7267), o qual mostrou-se estatisticamente significativo, foi
mais que suficiente para concluir que existe diferenca entre os agrupamentos,
uma vez que valores de Fst superiores a 0,25 caracterizam padrédo positivo de
estruturacdo genética (Wright, 1931). Aparentemente, existem dois grupos
distintos de haplétipos de Hepatozoon sp. circulando em roedores no Brasil,
sendo um grupo composto por sequéncias detectadas em roedores nas regioes
litordneas do pais e no Mato Grosso, e outro grupo composto por sequéncias
detectadas em roedores nas regides mais centrais do Pais (Mato Grosso do
Sul e Goias). O Cerrado e Pantanal formam um mosaico vegetacional,
intercalando formacbes savanicas, lenhosas e campestres, formacdes
florestais e vegetacdo aquatica (Eiten 1972). Esse mosaico vegetacional pode
justificar o haplogrupo encontrado nos estados do Mato Grosso do Sul e Goias.
Para que essa analise seja melhor explorada, novos estudos no Brasil devem
ser realizados, abrangendo maiores numero de espécies e regides geograficas.
Até o presente momento, as sequéncias do gene 18S rRNA compreendem
0s Unicos marcadores moleculares para analise de diversidade de espécies de
Hepatozoon (Modry et al., 2017). E imprescindivel que protocolos de PCR
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baseados em outros genes menos conservados sejam utilizados, tanto para
andlise filogenética quanto para estudos de diversidade. Com a analise de
outros genes talvez seja possivel obter uma discriminagdo maior entre
gendtipos de Hepatozoon circulantes entre as espécies animais. Tal
abordagem contribuiria para uma melhor definicdo/descricdo de espécies, de
Hepatozoon spp. possibilitando um melhor entendimento da epidemiologia da
hepatozoonose em roedores no Brasil e no mundo. Futuros estudos s&o
necessarios a fim de tracar a histéria evolutiva de espécies de Hepatozoon

parasitas de animais domeésticos e selvagens na América do Sul.

8. CONCLUSAO

e Hepatoozon spp. foi detectado, por meio de métodos moleculares,
em 24 géneros géneros de roedores, com primeiro relato da
infeccdo pelo referido parasita em Rattus rattus, Mus musculus,
Proechimys roberti, P. cuvieri, G. spixii, Hylaeamys megacephalus,
Gracilinanus agilis, Cerradomys scotti, C. akroai, C. marinhus e
Wiedomys cerradensis em cinco biomas brasileiros diferentes;

e Novos haplétipos de Hepatozoon sp. foram encontrados
infectando roedores nos diversos biomas brasileiros;

e Existe uma estruturacdo genética de acordo com a localidade
geografica das populacdes de Hepatozoon parasitas dos roedores

amostrados.
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