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Introdugdo Geral



Introducao Geral

O termo hemogregarina tem sido utilizado, através de décadas, para descrever coletivamente
parasitas sanguineos pertencentes as subordens Eimeriina e Adeleina do Filo Apicomplexa (Levine
et al., 1980), que constituem 0s mais comuns protozoarios hemoparasitas de répteis (Wosniak et al.,
199%4a).

A subordem Eimeriina inclui os géneros Sckellackia (parasitas de répteis e anfibios),
Lainsonia (parasitas de répteis) e Lankesterella (parasitas de anfibios). Em Eimeriina, tanto a
merogonia como a gametogonia e esporogonia ocorrem no hospedeiro vertebrado e o hospedeiro
invertebrado atua apenas como vetor mecénico para a transmissdao dos parasitas. Por outro lado, na
subordem Adeleina, da qual fazem parte os géneros Hepatozoon, Haemogregarina, Karyolysus e
Hemolivia, a gametogonia e a esporogonia ocorrem no vetor e a merogonia no hospedeiro
vertebrado (Lane e Mader, 1996).

A classificacdo taxondmica do género Hepatozoon se manteve incerta por muitos anos, em
grande parte por falta de informacgdes acerca do desenvolvimento esporogbnico dos protozoarios
desse género. Até recentemente, devido a similaridade dos gamontes intraeritrocitarios de
Haemogregarina spp., Karyolysus spp. e Hepatozoon spp., estes parasitas, junto com os demais,
estavam agrupados numa Unica familia; Haemogregarinidae. No entanto, a consideravel diversidade
bioldgica exibida pelos parasitas nos seus hospedeiros definitivos (vetores) justificou a separagédo
em familias distintas, dentro do filo Apicomplexa (Barta, 2000). Desta maneira, 0 género
Hepatozoon compreende protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa; classe Sporozoea;
subclasse Coccidia; ordem Eucoccidiida; subordem Adeleina e familia Hepatozoidae (Levine et al.,
1980).

Haemogregarina spp. ndo podem ser distinguidas de Hepatozoon spp. tendo como base
somente a aparéncia de seus gamontes intraeritrociticos e merontes tissulares. A identificacdo
genérica € também dependente da natureza do desenvolvimento esporogbnico no vetor (Desser et
al., 1995).

Em Hepatozoon spp., a merogonia ocorre somente nos tecidos do hospedeiro vertebrado,
enguanto que em Haemogregarina spp., além de ocorrer nos tecidos, a merogonia ocorre também
no sangue periférico. Hepatozoon spp. tém sua esporogonia ocorrendo na hemocele do vetor e
contém oocistos com varios esporocistos, transmitidos aos vertebrados pela ingestdo do
invertebrado infectado. Para Haemogregarina spp., a esporogonia ocorre no estdmago do vetor,



Seus 00cistos ndo possuem esporocistos e sua transmissdo é feita pela inoculacdo de esporozoitas
via saliva (Desser, 1993).

Hepatozoon spp. podem ser encontrados parasitando anfibios, répteis, aves e mamiferos,
dentre os répteis; lagartos, crocodilianos, tartarugas e serpentes (Smith, 1996). Em serpentes
terrestres ocorrem, principalmente, espécies do género Hepatozoon, enquanto que em repteis
aquaticos predominam as do género Haemogregarina e em lagartos do velho mundo e serpentes
arboricolas, as do género Karyolysus (Campbell, 1996).

Os principais vetores invertebrados de Hepatozoon spp. sdo mosquitos, mosquito-palha,
moscas tse-tse, triatomineos, piolhos, pulgas e &caros (Smith, 1996). Ha, também, relatos de
sanguessugas atuando como vetores destes parasitas (Pessoa e Cavalheiro, 1969b,c; Smith, 1996).

Hepatozoon spp. sdo protozoarios heteroxenos (Woshiak et al., 1994a) que apresentam ciclo
evolutivo tipico dos coccidios. Micro e macrogamontes sdo ingeridos pelo vetor hematofago,
juntamente com o sangue do hospedeiro vertebrado, e migram para a sua parede intestinal, onde
ocorre a gametogénese. Um microgamonte dard origem a quatro microgametas uniflagelados que,
por singamia, fecundardo os macrogametas, originados de macrogamontes, formando um zigoto,
que tem rapido crescimento (Bashtar et al., 1991). Este atravessa a parede intestinal, indo localizar-
se na hemocele do vetor hematdfago onde ocorre a formagdo do oocisto, contendo muitos
esporocistos com esporozoitas. O hospedeiro vertebrado adquire a infecgdo por Hepatozoon spp.
pela ingestdo direta do vetor portador do oocisto, ou indiretamente, através da ingestdo de outros
hospedeiros paraténicos vertebrados, como peixes, anfibios e répteis, que tenham ingerido vetores
hematofagos infectados. Os esporozoitas contidos nos esporocistos sao liberados no intestino desse
hospedeiro intermediario, podendo seguir para 0s hepatdcitos, formando um cistozoito, ou iniciar o
primeiro ciclo merogdnico que ocorre na parede intestinal da serpente. Dois tipos de merontes séo
formados: um contendo macromerozoitos que, transportados via sangue ou linfa, invadem novos
tecidos, dando origem a novas formas merogonicas, e outro, contendo micromerozoitos, que irdo
penetrar nos eritrdcitos, sofrer gamontogonia e dar origem aos gamontes circulantes, infectivos para
0s vetores hematofagos (Smith, 1996; Baneth et al., 2007).

Hepatozoon spp. sdo, aparentemente, bem adaptados, causando pouca ou nenhuma patologia
a seus hospedeiros naturais (Telford, 1984). Entretanto, a manutencdo desses répteis em cativeiro
pode proporcionar 6timas condicdes para a transmissao desses parasitas (Hull e Camin, 1960). Nos
sistemas de cativeiro semi-extensivo, um grande nimero de serpentes mantido junto pode

proporcionar uma proliferacdo de artropodes vetores em potencial. Outro fator importante a se
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considerar € a existéncia de transmissao vertical em Hepatozoon spp. (De Biasi et al., 1971, 1972).
Por outro lado, em muitas serpentes mantidas em cativeiro, a parasitemia tende a se estabilizar e até
mesmo diminuir sensivelmente (Santos et al., 2005).

Apesar destes parasitas serem considerados bem adaptados, Mader (1996) relatou que, em
infeccbes com altas parasitemias, pode-se observar quadros de anemia hemolitica e que ndo ha
informacdes sobre quimioterapicos efetivos contra Hepatozoon spp. Merontes também foram
encontrados no cérebro de um exemplar de Crotalus sp., que apresentou problemas neuroldgicos
em cativeiro (Wosniak et al., 1994a).

Em hospedeiros ndo naturais, essa infecgdo tem potencial de causar doencas inflamatdrias
clinicamente significativas, dentre elas: hepatite necrotizante, pancreatite e esplenite (Pessoa et al.,
1974c; Wosniak e Telford, 1991, Wosniak et al., 1996).

Wozniak et al. (1994a) descreveram o0s estagios evolutivos, nos hospedeiros vertebrados, de
uma espécie de hemogregarina que infecta Crotalus cerastes cerastes, do deserto do Mojave e
também encontraram duas formas merogbnicas nos seus tecidos. Os gamontes encontrados
provocavam hipertrofia eritrocitica e dehemoglobinacdo, mas ndo observaram evidéncias de
processos inflamatorios associados com a presencga dos merontes.

O’Dwyer et al. (2004a) observaram um alto parasitismo por Hepatozoon sp. em um
exemplar de C. durissus terrificus, que veio a 6bito em poucos dias.

Madsen et al. (2005) observaram que o parasitismo por Hepatozoon sp. provocou uma
significativa reducdo no crescimento de Liasis fuscus na natureza. Além disso, 0s parasitas
diminuiram o rendimento reprodutivo das fémeas infectadas. Estes estudos demonstram que o
impacto do parasitismo por Hepatozoon spp. em serpentes pode ndo ser observado por meio de
doenca aparente, mas pode ser muito importante na ecologia das espécies.

Miyamoto e Mello (2007) estudaram a relagdo entre a infeccdo por Hepatozoon spp., a
incidéncia da fragmentagdo do DNA e consequente morte de eritrocitos em C. durissus terrificus.
Os resultados apontaram um aumento da fragmentacdo do DNA e condensacdo da cromatina tipica
de eritrécitos mortos na circulacdo, sugerindo que tal infeccdo acelere a destruicdo de eritrdcitos
nessa espécie de serpente, afetando ndo somente as células parasitadas como também células
normais.

O fato de seu potencial patogénico quando em hospedeiros ndo naturais e as proporcdes
significativas que essa parasitose pode ganhar em condicGes de cativeiro, quando ndo ha um rigido

controle parasitoldgico, justifica a necessidade de um bom diagnostico para evitar a disseminacao
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da doenca dentro do criadouro. Geralmente, o diagnostico € feito pela analise do sangue periférico
corado por Leishman ou May-Gruenwald-Giemsa (Campbell, 1996; Moco et al., 2002, 2011;
O’Dwyer et al., 2003, 2004). Métodos diagnosticos mais modernos incluem a avaliacdo do sangue
pela técnica de Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia - PCR (Wozniak et al., 1994b; Rubini et al.,
2005; Moco et al., 2011).

Estudos sobre a frequéncia de Hepatozoon spp. em serpentes brasileiras indicam que estes
parasitas sdo bastante comuns no nosso pais (Pessoa et al., 1974a; O’Dwyer et al., 2003; Moco,
2008).

Até 1996, 121 especies de Hepatozoon de serpentes eram mundialmente reconhecidas
(Smith, 1996). Entretanto, muitas dessas espécies foram caracterizadas, especialmente no Brasil,
utilizando somente a morfologia dos gamontes e a presenca em determinada espécie de serpente
(Tabela 1). Apo6s 1996, varias outras espécies de Hepatozoon foram descritas infectando serpentes
(Telford et al., 2001; 2002; 2005a,b; Sloboda et al., 2007). Por outro lado, gamontes de Hepatozoon
spp. com morfologias diferentes dos ja relatados tém sido observados, mas ndo nomeados, por falta
de dados morfologicos e biolégicos mais completos ou por falta de caracterizacdo molecular (Mogo
etal., 2002, 2011; O’Dwyer et al., 2004a,b, 2011).

O critério taxondmico para identificacdo de Hepatozoon spp. tem se baseado,
principalmente, na caracterizacdo morfologica dos gamontes, no sangue do hospedeiro vertebrado, e
dos estagios esporogdnicos, no hospedeiro invertebrado. Contudo, a semelhanca entre 0s oocistos e
entre 0os gamontes de diversas espéecies de Hepatozoon torna dificil a identificacdo baseada somente
nessas caracteristicas (Pessoa e De Biasi, 1973a,b; Moco et al. 2002, 2011). Assim, como Varias
descrigdes tiveram como base somente a espécie do hospedeiro, uma mesma espécie de Hepatozoon
pode ter recebido varios nomes, de acordo com a espécie de serpente em que foi encontrado.

Como a grande maioria dos trabalhos descritivos sobre Hepatozoon spp. de serpentes
brasileiras trazia somente informacbGes sobre morfologia dos gamontes (formato, coloracéo,
presenca de capsula) e dados morfométricos (que, geralmente, limitavam-se a descricdo do
comprimento e largura dos gamontes e cistos), outras varidveis como medidas de area do parasita e
do seu nucleo tém sido utilizadas, assim como, metodologias empregando técnicas moleculares
(Telford et al., 2004; Rubini et al., 2005; Moco et al., 2011) e sistemas computacionais de analise de

imagens para a biometria dos parasitas (Moco et al., 2002, 2011; O’Dwyer et al., 2011).
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Tabela 1. Hepatozoon spp.descritas/relatadas em serpentes brasileiras.

Hepatozoon sp. Hospedeiro vertebrado Referéncia

H. juxtanuclearis  Boa constrictor Carini (1947) / Pessoa (1967b)

H. fusifex Boa constrictor Ball et al. (1969)

H. terzii Boa constrictor Sambon e Seligmann (1907) / Mogo et al. (2002)
H. luhel Corallus spp. Sambon (1907) apud Sambon (1909) / Pessoa et al. (1970a)
H. cenchridis Epicrates cenchria Phisalix (1931a) / Pessoa e Cavalheiro (1969a)

H. shattocki Morelia spilotes Sambon e Seligmann (1907)

H. laevicolis Chironius laevicolis Pessoa (1967¢)

H. bicarinatus Chironius bicarinatus Pessoa e Cavalheiro (1969b)

H. chironiusi Chironius spp. Pessoa (1967a)

H. rarefaciens Drymarchon corais Sambon e Seligmann (1907)

H. colubri Erythrolamprus aescul apii Borner (1901) apud Sambon(1909) / Pessoa (1967c¢)

H. carinicauda Helicops carinicauda Pessoa e Cavalheiro (1969c)

H. modesta Helicops modestus Pessoa e Cavalheiro (1969c) /Brumpt (1914)

H. migonei Hydrodynastes gigas Schouten (1934) / Pessoa et al. (1970c) / Mogo et al. (2002)
H. cyclagrasi Hydrodynastes gigas Arantes (1934) / Pessoa et al. (1970c) / Moco et al. (2002)
H. miliaris Liophis miliaris Pessoa (1968)

H. leimadophisi Liophis poecilogyrus Pessoa (1967a)

H. poecilogyrus Liophis poecilogyrus Pessoa (1967a)

H. drymobii Mastigodryas bifossatus Marullaz (1912) / Lutz (1901)/ Pessoa (1967d)

H. philodryasi Philodryas patagoniensis Carini (1910) / Pessoa (1967b) / Pessoa e Cavalheiro (1969b) / Moco et al. (2002)
H. pseudoboae Pseudoboa nigra Pessoa (1967b)

H. pullatus Soilotes pullatus Pessoa (1968)

H. strigatus Thamnodynastes strigatus Pessoa (1967b) /Pessoa et al. (1970b)

H. butantanensis ~ Waglerophis merremi Arantes (1931)

H. arantesi Waglerophis merremi Pessoa (1967a)

H. raulel Rhinocerophis alternatus Phisalix e Laveran (1913)

H. plimmeri Bothropsjararaca Sambon (1907) apud Sambon (1909) / De Biasi et al. (1989) / Pessoa (1967c¢)
H. plimmeri Bothrops moojeni Pessoa et al. (1971a)

H. jararacussu Bothrops jararacussu Pessoa (1968)

H. crotali Crotalus durissus cascavella Pessoa (1967¢)

H. romani Crotalus durissus terrificus Phisalix (1931b) /Pessoa (1967¢)

H. capsulata Crotalus durissus terrificus Phisalix (1931b) /Pessoa (1967¢)



As serpentes brasileiras sdo parasitadas por, aparentemente, uma grande variedade de
gamontes de Hepatozoon spp., principalmente ao se tratar de parasitas de C. durissus terrificus, pois
além das espécies ja descritas; Hepatozoon romani e Hepatozoon capsulata (Phisalix, 1931b),
foram diagnosticados varios gamontes que diferiam destes, sugerindo a possibilidade de,
futuramente, serem caracterizados como novas espécies, bem como uma subestimacdo de dados, ja
que o numero de espécies desse género infectando esta espécie de serpente pode ser maior do que o
descrito (Moco et al., 2002, 2011; O’Dwyer et al., 2004a,b, 2011).

Moco et al. (2002) observaram um exemplar de C. durissus terrificus infectado com
Hepatozoon sp. cujos gamontes apresentavam corpo afilado e alongado, citoplasma claro, sem
granulacOes e nucleo denso e homogéneo, localizado centralmente ou ligeiramente deslocado para
uma das extremidades, distintos dos descritos em literatura para essa espécie de serpente.

Uma pequena espécie de Hepatozoon, encontrada em outro espécime de C. durissus
terrificus, foi descrita por O’Dwyer et al. (2004a). Seus gamontes eram menores dos que 0S usuais,
com citoplasma claro, sem granulacbes e nucleo grande ocupando boa parte do citoplasma,
alterando acentuadamente as hemacias infectadas. Foi comum encontrar hemécias parasitadas com
mais de dois gamontes (no maximo seis gamontes por eritrocito).

Além destas formas, vérias outras tém sido encontradas em exemplares de C. durissus
terrificus (O’Dwyer et al., 2011). E comum, também, serem observados varios gamontes com
morfologia e morfometria diferentes em um mesmo espécime de serpente. O’Dwyer et al. (2004b)
encontraram até cinco tipos distintos de gamontes em um espécime de C. durissus terrificus.
Especula-se se seriam diferentes espécies ou a mesma especie em diferentes estagios de
desenvolvimento.

Outro fator a ser considerado € a baixa especificidade aos hospedeiros vertebrados e
invertebrados, assim, uma mesma espécie de Hepatozoon pode parasitar mais de uma espécie de
serpente, e uma Unica serpente pode ser parasitada por mais de uma espécie de Hepatozoon (Smith,
1996). Pessoa et al. (1974b) obtiveram sucesso na transferéncia de Hepatozoon tupinambis, parasita
de Tupinambis teguixin, para um exemplar de C. durissus terrificus, por intermédio do mosquito
Culex fatigans e observaram que o parasita manteve seus caracteres morfoldgicos no animal
receptor.

Poucos trabalhos da literatura descreveram detalhadamente a morfologia e morfometria dos
parasitas. Na maioria desses trabalhos foram medidos apenas o comprimento e a largura dos

gametocitos e o didmetro dos oocistos. Mogo et al. (2002) realizaram analises morfoldgicas e
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morfométricas detalhadas de cinco espécies de Hepatozoon de serpentes e conseguiram observar
trés grupos distintos baseados unicamente nestas caracteristicas.

Vaérios estudos sobre a evolugdo esporogdnica e merogdnica em Hepatozoon spp. vém sendo
conduzidos ao longo dos anos. Ball et al. (1967) estudaram o desenvolvimento esporogbnico de
Hepatozoon rarefasciens, de Drymarchon corais, em mosquitos Culex tarsalis, Anopheles
albimanus e Aedes sierrensis. Bashtar et al. (1991) conduziram estudos sobre esporogonia de
Hepatozoon mehlhorni, de Echis carinatus, em Culex pipiens. Lowichik et al. (1993) estudaram a
esporogonia de Hepatozoon mocassini, de Crotalus horridus atricaudata, em Aedes aegypti.

Telford et al. (2005a) descreveram Hepatozoon priapus e Hepatozoon confusus, parasitas de
Coluber constrictor priapus, baseando-se na morfologia e morfometria das fases esporogonicas e
esquizogonicas do parasita.

Hussein (2006) encontrou duas formas distintas de gamontes no sangue do lagarto
Ptyodactylus hassel quistii, bem como duas formas merogonicas em seus tecidos: uma de dimensdes
menores, contendo quatro macromerozoitos, em média; e outra, de dimensGes maiores, contendo
uma média de 11,5 micromerozoitos.

Sloboda et al. (2007) descreveram Hepatozoon ayorgbor, parasita de Python regius, e
obtiveram sucesso na infeccdo experimental de mosquitos Culex quinquefasciatus. Os autores
também conseguiram completar o ciclo de vida desse parasita, infectando um exemplar juvenil de
P. regius através da ingestdo dos mosquitos infectados e testar a especificidade de hospedeiro
transferindo a nova espécie para Boa constrictor, Lamprophis fuliginosus e para o lagarto
Lepidodactylus lugubris.

Experimentalmente, mosquitos (Culicidae) tém sido considerados bons vetores na
transmissé@o de Hepatozoon spp. para serpentes (Pessoa et al., 1970a,b,c, 1971a,b, 1974b,c; Pessoa e
De Biasi, 1972, 1973a,b, 1974; Bashtar et al.,1991; Wozniak e Telford, 1991; Lowichik et al., 1993;
Smith, 1996; Lainson et al., 2003; Sloboda et al., 2007). Entretanto, naturalmente, serpentes néo se
alimentam de mosquitos e para a maioria das espécies que ndo se alimenta de anfibios e répteis, é
pouco provavel que estes sejam 0s principais vetores envolvidos na epidemiologia da infeccao. Tal
fato nos remete aos &caros (mesostigmatas e ixodideos), importantes ectoparasitas de serpentes,
dada a particularidade de seus habitos alimentares; parasitando mamiferos, anuros e outros répteis,
que representam presas da maioria das espécies de serpentes. Apesar da grande importancia dessas
espécies no parasitismo de répteis e anuros, sdo raros os estudos que utilizaram esses vetores para

analisar aspectos bioldgicos e transmissdo de patdgenos em serpentes. O’Dwyer et al. (2002a)
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tentaram a infeccdo experimental de Amblyomma rotundatum por Hepatozoon sp. de C. durissus
terrificus, mas ndo obtiveram sucesso.

No Brasil, a esquizogonia e a esporogonia de Hepatozoon spp. de serpentes vem sendo
pesquisadas desde meados da década de setenta, desde entdo, varias espécies de serpentes foram
utilizadas para tal propdésito. As infeccGes experimentais de parasitas de serpentes terrestres foram
feitas, geralmente, em mosquitos C. fatigans e Culex dolosus, e as de serpentes semi-aquaticas, nas
sanguessugas Haementeria lutzi e Haementeria gracilis (Pessoa e Cavalheiro, 1969b,c; Pessoa et
al., 1970a,b,c, 1971a,b, 1974b,c; Pessoa e De Biasi, 1972, 1973a,b, 1974).

Infectando experimentalmente Hepatozoon terzi, parasita de B. constrictor amarali, em
mosquitos A. aegypt e C. quinquefasciatus, O’Dwyer et al. (2002b) também conduziram analises
dos gamontes e estagios esporogdnicos destes parasitas, embora a tentativa de infeccdo
experimental, utilizando a primeira espécie de mosquito, tenha falhado.

Paperna e Lainson (2003) estudaram a ultraestrutura de cistos esporogonicos de Hepatozoon
caimani, de Caiman crocodilus, e de H. terzi, de B. constrictor, em mosquitos C. quinquefasciatus.

O’Dwyer et al. (2011) também descreveram os estagios gamontogdnico e esporogdnico de
trés exemplares de C. durissus terrificus, infectando experimentalmente C. quinquefasciatus e
visualizando a evolugéo do parasita no mosquito.

Contudo, a semelhanga entre 0s oocistos e entre 0s gamontes de diversas espécies de
Hepatozoon torna os dados insuficientes para identificacdo dessas espécies (Pessoa e De Biasi,
1973a,b; Moco et al., 2002, 2011). Vale ressaltar ainda a possibilidade de uma mesma espécie
apresentar caracteristicas morfologicas e morfométricas diferentes em hospedeiros diversos (Ball,
1970).

E fato que as analises morfoldgicas e morfométricas dos estagios de vida do parasita podem
auxiliar na caracterizacdo das espécies de Hepatozoon de serpentes, porém, ndo séo suficientes para
se diferenciar, com certeza, as espécies existentes (Moco et al., 2002, 2011). Dessa forma, os
pesquisadores foram obrigados a lancar mdo de métodos moleculares (PCR) para caracterizar
geneticamente tais parasitas (Wozniak et al., 1994b; Rubini et al., 2005; Moco et al., 2011).

Assim, a pequena subunidade nuclear do DNA ribossomal (rDNA) tem sido extensamente
utilizada para inferir as relagdes filogenéticas de uma diversidade de protozoérios (Schlegel, 1991).

Os primeiros estudos sobre caracterizacdo molecular de Hepatozoon spp. de serpentes foram
conduzidos por Wozniak et al. (1994b). Os autores conseguiram amplificar uma regido do rDNA de

cinco diferentes isolados de Hepatozoon. A PCR demonstrou padrdes especificos de bandas, obtidas
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de diferentes hospedeiros, demonstrando que estas espécies podem ser molecularmente
diferenciadas pelo sequenciamento do locus rDNA. Os oligonucleotideos utilizados, 18AP853.F e
18AP1488.R, foram desenvolvidos a partir da sequéncia de rDNA dos genes estruturais 18S de
Plasmodium e Babesia.

Navajas et al. (1999) consideram as regifes 18S, 5.8S e 28S do rDNA como muito
conservadas, evoluindo muito lentamente na sequéncia e quase nada em comprimento, sendo,
assim, inapropriadas para o estudo de polimorfismos em nivel intraespecificos e apontando as
regides com conservadorismo intermediario (ITS 1 e ITS 2) como particularmente Uteis para

estudos em nivel genérico e/ou interespecificos (Figura 1).

ETS2

ETSH ITS1 741182

Figura 1. Subunidades do DNA ribossomal: 18S — 18S rDNA; 5.8S — 5.8S rDNA; 28S — 28S
rDNA; ETS — Espacador Externo Transcrito; ITS — Espacador Interno Transcrito

Smith et al. (1999) conduziram estudos a fim de inferir as relacfes filogenéticas de espécies
de Hepatozoon de serpentes e rds de Ontario, Canada, considerando sequéncias da regido do
espacador interno transcrito 1 (ITS-1), que amplificaram a regido ITS-1 utilizando um
oligonucleotideo com o sitio de ligacdo do final 3’ do gene 18S rDNA e um oligonucleotideo
reverso com sitio de ligagdo do final 5’ do gene 5.8S rDNA e associaram os resultados a estudos
morfologicos e morfométricos.

Apesar das consideracdes feitas por Navajas et al. (1999), muitos autores utilizaram o
fragmento 18S rDNA para caracterizar espécies do género Hepatozoon e fazer inferéncias
filogenéticas (Baneth et al., 2000; Perkins e Keller, 2001; Inokuma et al., 2002; Rubini et al., 2005).

Perkins e Martin (1999) avaliaram que os oligonucleotideos desenvolvidos por Wozniak et
al. (1994b) ndo séo especificos para hemogregarinas e amplificam também os genes SSU rDNA dos
hospedeiros vertebrados, quando o DNA é extraido do sangue. Assim, Perkins e Keller (2001)
desenvolveram novos oligonucleotideos para caracterizacdo de Hepatozoon spp. de serpentes:

HEMO 1 e outro especifico para parasitas do filo Apicomplexa, HEMO 2.
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Mathew et al. (2000) estudaram a relacdo filogenética entre algumas espécies de
Hepatozoon levando em consideracdo caracteristicas moleculares, morfologicas e bioldgicas. Os
autores sequenciaram regides do gene 18S rDNA de Hepatozoon americanum e Hepatozoon canis,
que infectam cédes, e Hepatozoon catesbianae, de anfibios, utilizando 0os mesmos oligonucleotideos
de Medlin et al. (1988), Wozniak et al. (1994b), e novos outros, dentre eles, 4558 /2733, 4374/ 2733
e 4558/ 4559, desenhados. Entretanto, extrairam o DNA dos oocistos encontrados nos vetores,
portanto, com pequena ou nenhuma contaminacdo de células do hospedeiro. De acordo com 0s
autores, H. americanum, H. canis e H. catesbianae formam um grupo monofilético, sendo que as
duas espécies que infectam cdes foram consideradas espécies irméas, com identidade de 96,4%.

No Japéo, Inokuma et al. (2002) caracterizaram a espécie de Hepatozoon de cdes que ocorre
naquele pais utilizando os oligonucleotideos HepF e HepR, desenhados para amplificar uma
sequéncia parcial do gene 18S rDNA de Hepatozoon spp., baseados nos dados de alinhamento para
H. canis (AF176835), H. americanum (AF176836) e H. catesbianae de anfibios (AF176837). Os
autores relataram que as duas amostras estudadas possuiam sequéncias idénticas e foram
intimamente relacionadas com H. canis de Israel, com 99% de identidade e foram depositados no
Genbank sob o numero AF418558. Tanto H. americanum quanto H. catesbianae estavam
relacionados distantemente com a amostra japonesa, com 94% e 91% de identidade,
respectivamente. Os autores concluiram que a amostra de Hepatozoon encontrada no Japao deve ser
uma variacao da cepa de H. canis.

Ujvari et al. (2004) também utilizaram técnicas moleculares para diagnosticar a infec¢éo por
Hepatozoon sp. em L. fuscus, lan¢cando méo dos oligonucleotideos HepF300 e Hep900, encontrando
uma alta taxa de infeccdo. Contudo, os autores ndo nomearam a espécie de Hepatozoon, pois
observaram a mesma sequéncia de nucleotideos em outras quatro espécies de répteis e por nao
possuirem outros dados bioldgicos do protozoario. Os autores sugeriram gque uma mesma espécie de
Hepatozoon tem capacidade de infectar hospedeiros de diferentes familias.

Telford et al. (2004) compararam isolados de DNA de hemogregarinas, morfologicamente
semelhantes, de quatro espécies de serpentes do nordeste da Flérida, isolados de Hepatozoon
sauritus, parasita de Thamnophis sauritus sackenii, da regido sudeste da Flérida e isolados de
Hepatozoon sirtalis, estes morfologicamente distintos, também do Nordeste da Flérida. Para tal,
utilizaram os oligonucleotideos HEMO1 e HEMO2, desenhados por Perkins e Keller (2001). O
alinhamento da sequéncia de nucleotideos de 530 pares de bases (pb) do gene 18S rDNA revelou

dois haplétipos de hemogregarinas. Estes dados indicam a existéncia de dois grupos, um deles,
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incluindo H. sauritus e as quatro amostras do nordeste da Flérida e outro, composto das amostras de
H. sirtalis.

Uma nova espécie, Hepatozoon polytopis, encontrada parasitando C. constrictor priapuse T.
sauritus sackenii, foi descrita por Telford et. al. (2005b), que utilizaram os oligonucleotideos
HEMO1 e HEMO2 (Perkins e Keller, 2001), associados a dados morfoldgicos e morfométricos das
fases esporogdnicas e esquizogonicas do parasita.

Rubini et al. (2005) realizaram a primeira caracterizagdo molecular de Hepatozoon sp. de
serpentes, no caso, Hydrodynastes gigas, ha América Latina, utilizando os oligonucleotideos HepF
e HepR (Inokuma et al., 2002). A PCR foi eficiente em detectar Hepatozoon sp. do sangue de H.
gigas com amplificacdo de produto de 625 pb. O sequenciamento indicou a possibilidade de se
tratar de uma Unica espécie de Hepatozoon com 98,9% de identidade com o isolado 1 (AY252110)
de Segonotus cuculattus (Colubridae) da Australia e 96,0% de identidade com H. catesbianae
(AF176837) de anfibios.

Boulianne et al. (2007) inferiram as relagdes filogenéticas de H. catesbianae e Hepatozoon
clamatae parasitas de rds na Nova Scotia, Canada, utilizando oligonucleotideos que sequenciam a
regido ITS-1, desenhados a partir de sequéncias ja conhecidas (Smith et al., 1999).

Mogo et al. (2011) conduziram estudos com Hepatozoon spp. de C. durissus terrificus
utilizando os oligonucleotideos HepF/HepR (Inokuma et al., 2002) e PiroA1/PiroB (Jefferies et al.,
2003) que amplificaram, respectivamente, 650 e 500 pb da regido 18S rDNA e, apesar do sucesso
dos mesmos em detectar tais parasitas, a caracterizacdo molecular utilizando o fragmento
amplificado mostrou-se incapaz de diferenciar espécies de Hepatozoon de serpentes.

Harris et al. (2011) caracterizaram molecularmente espécies de Hepatozoon em répteis da
Ilhas Seychelles, sequenciando regides do gene 18S rDNA, utilizando os oligonucleotideos
HEMO1 e HEMO2 (Perkins e Keller, 2001), bem como HepF300 e Hep900 (Ujvari et al., 2004). A
analise filogenética indicou que as espécies de Hepatozoon de Seychelles formam uma linhagem
monofilética.

Maia et al. (2011) realizaram um inquérito molecular sobre espécies de Hepatozoon de
lagartos do Norte da Africa, sequenciando regides do 18S rDNA, utilizando os mesmos pares de
oligonucleotideos utilizados por Harris et al. (2011) e encontraram multiplas linhagens

geneticamente distintas.
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Consideracoes Finais

Tendo em vista toda a problematica com relagcdo a taxonomia desses parasitas e a sua
relacdo bioldgica com os vetores, sdo imprescindiveis estudos morfolégicos e morfométricos das
diferentes fases do seu ciclo de vida, tanto no vetor invertebrado como no hospedeiro intermediario,
estudos sobre capacidade vetorial de diferentes espécies e utilizacdo de técnicas moleculares para a
caracterizacdo de Hepatozoon spp. Esses resultados, associados, podem contribuir sobremaneira
para uma caracterizacdo mais apurada das diferentes espécies, inferir sobre a relacdo parasita-
hospedeiro e sobre a epidemiologia da infeccdo por Hepatozoon spp. de serpentes, procurando
suprir a falta consideravel de informagdes nessa area.

A variedade de tipos de gamontes de Hepatozoon spp. que pode parasitar uma mesma
espécie de serpente, a escassez de estudos sobre descricbes completas destas espécies, sobre o papel
dos vetores na sua epidemiologia, bem como a importancia da infeccdo na ecologia e na
manutencgéo de serpentes em cativeiro (Wosniak e Telford, 1991; Mader, 1996; Madsen et al, 2005),

justificam estudos e caracterizagdo destes protozoarios.
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Resumo

Hepatozoon spp. sdo 0s protozodrios intracelulares mais frequentemente encontrados em
serpentes. Tendo em vista a variedade de formas parasitando tais animais e as divergéncias dos dados
encontrados em literatura, 0 objetivo deste estudo foi tentar separar espécies de Hepatozoon de
serpentes, testando oligonucleotideos que amplifiguem regibes gendmicas menos conservadas,
detectando diferencas entre as espécies, bem como realizar as caracterizacdes morfoldgicas,
morfomeétricas e moleculares de Hepatozoon spp. de serpentes naturalmente infectadas. Para tal, foram
utilizadas serpentes doadas ao Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP) da
Universidade Estadual Paulista de Botucatu que, em exames de rotina, mostraram-se positivos para tais
parasitas. O sangue foi coletado por puncdo da veia caudal, foram confeccionados esfregacos
sanguineos e uma aliquota foi congelada a -20°C, para posterior extracdo do DNA. As caracterizacOes
morfoldgicas e morfométricas foram realizadas utilizando um software especializado para anélise de
imagens. Dos 215 espécimes investigados, foram eleitos cinco exemplares de Crotalus durissus
terrificus, nos quais foi visualizado um tipo de gamonte em cada espécime. Pela analise morfoldgica e
morfomeétrica, estes gamontes foram agrupados em trés populacGes. As alteragdes provocadas por tais
parasitas, nas hemécias, também foram analisadas. Para a caracterizacdo molecular das espécies de
Hepatozoon através de sequenciamento genetico, foram testados sete pares de oligonucleotideos que
amplificam regides distintas do gene rDNA utilizando-se a técnica da PCR. Os testes realizados
apontaram os pares de oligonucleotideos HepF300/Hep900 e HEMO1/HEMO2 como eficientes em
amplificar e caracterizar regides genémicas Hepatozoon spp. de serpentes. O melhor resultado foi
obtido quando as sequéncias geradas por ambos pares de oligonucleotideos foram agrupadas e
associadas as analises morfoldgicas e morfométricas, permitindo separar possiveis trés espécies de

Hepatozoon parasitas nas serpentes estudadas.

Palavras-chave: Caracterizagdo molecular; Hepatozoon, Morfologia; Morfometria; Serpentes
brasileiras
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Abstract

Hepatozoon spp. are the most frequent intracellular protozoa found in snakes. Given the variety
of forms parasitizing these animals and differences of the data found in literature, the aim of this study
was to attempt to separate Hepatozoon species of snakes, testing oligonucleotides that amplify less
reliable genomic regions, detecting differences among species, as well as perform the morphological,
morphometric and molecular characterization of Hepatozoon spp. of naturally infected snakes. For this
purpose, were used snakes donated to Center for the Study of Venoms and Venomous Animals of the
Sdo Paulo State University/Botucatu (CEVAP) that, in routine were detected positive for such
parasites. Blood was collected by the tail vein puncturing, blood smears were prepared and an aliquot
was frozen at -20° C for subsequent DNA extraction. The morphological and morphometric
characterization were performed by using a specialized image analysis software. Of the 215
investigated animals, five specimens of Crotalus durissus terrificus were elected, in which were found
five parasitic forms that, by morphometric analysis, were grouped into three populations. The changes
caused by these parasites in red blood cells were also analyzed. For the molecular characterization of
Hepatozoon species through genetic sequencing, were tested seven pairs of primers that amplify
different regions of the rDNA gene using the PCR technique. Only the primers HepF300/Hep900 and
HEMO1/HEMO2 were efficient in amplifying and characterizing genomic regions of snakes
Hepatozoon spp.. The best results were achieved when the sequences amplified from the both primers
were analyzed together and the results were associated with the morphology and morphometry of the

gamonts, allowing the separation of possible three Hepatozoon species.

Keywords: Molecular Characterization; Hepatozoon; Morphological; Morphometric; Brazilian snakes
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Introducéo

Hepatozoon spp. sdo 0s mais frequentes protozoarios hemoparasitas de serpentes (Smith, 1996).
Possuem ciclo heteroxeno (Wosniak et al., 1994a), tipico dos coccideos, com a esquizogonia tissular e
gametogonia ocorrendo no hospedeiro vertebrado e o ciclo sexual e a esporogonia, no hospedeiro
invertebrado.

As serpentes brasileiras sdo parasitadas por, aparentemente, uma grande variedade de gamontes
de Hepatozoon spp., principalmente ao se tratar de parasitas de Crotalus durissus terrificus, pois alem
das espécies ja descritas; Hepatozoon romani e Hepatozoon capsulata (Phisalix, 1931), foram
diagnosticados varios gamontes que diferiam destes, sugerindo que o nimero de espécies desse género
infectando esta espécie de serpente deve ser maior do que o descrito (Mogo et al., 2002, 2011;
O’Dwyer et al., 2004a,b, 2011).

O critério taxonémico para identificacdo de Hepatozoon spp. tem se baseado, principalmente,
na caracterizacdo morfoldgica e morfométrica dos gamontes, no sangue periférico dos hospedeiros
vertebrados, e dos estagios esporogbnicos, nos hospedeiros invertebrados. Contudo, a semelhanca entre
0s oocistos e entre 0os gamontes de diversas espécies de Hepatozoon torna dificil a identificacdo
baseada somente nessas caracteristicas (Pessoa e De Biasi, 1973ab; Mogo et al., 2002; O’Dwyer et al.,
2004a, 2011). Dai a necessidade de lancarmos médo de caracterizacdo molecular dos parasitas pelo
sequenciamento genético através da técnica de Reagdo de Polimerizacdo em Cadeia - PCR (Wozniak et
al., 1994b; Telford et al., 2004; Mocgo et al., 2011).

Tendo em vista toda a probleméatica com relacdo a taxonomia desses parasitas, o objetivo
principal deste estudo foi tentar separar espécies de Hepatozoon de serpentes testando
oligonucleotideos que amplifiquem regides gendémicas menos conservadas e/ou mais polimorficas, que
sejam capazes de apontar diferengas entre espécies, caracterizando morfoldgica, morfométrica e
geneticamente algumas dessas espécies, tentando, se possivel, nomea-las a partir da associacdo de tais

analises, na tentativa de elucidar as questdes taxonémicas e epidemioldgicas desse subestimado grupo.
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Material e Métodos
1 - Serpentes

O estudo foi realizado com serpentes provenientes da regido de Botucatu, S&o Paulo, Brasil, que
foram doadas ao CEVAP- Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos — UNESP/Campus de
Botucatu/SP/Brasil e que, em exames de rotina, mostraram-se infectadas com Hepatozoon spp. De 215
exemplares, foram escolhidos cinco espécimes de C. durissus terrificus que, aparentemente,
apresentavam maior parasitemia dentre as analisadas.

Todos os animais foram alojados em caixas individuais de polipropileno de dimensées 0,60 m
X 0,55 m X 0,50 m, devidamente ventiladas, com agua ad libitum em potes de aluminio e alimentacéo
quinzenal com camundongos (Mus musculus) provenientes do Biotério do Departamento de
Parasitologia - UNESP, Botucatu.

2 - Coleta de sangue

O sangue das serpentes foi obtido através de puncdo da veia caudal, apds contencdo mecénica
do animal (Moco et al., 2011). Foram coletados, aproximadamente, 0,4 ml de sangue com seringa de
insulina e, imediatamente ap6s a coleta, confeccionados esfregagos sanguineos em laminas
previamente limpas. As laminas foram secas a temperatura ambiente, fixadas com metanol durante 3
minutos e coradas com solucdo de May-Gruenwald-Giemsa (10 %) por 30 minutos. O diagndstico foi
feito através do exame das laminas em microscopio éptico com aumento de 400 x (Moco et al., 2011).
O sangue restante foi congelado a -20 °C para realizacdo dos estudos de caracterizacdo molecular pela
técnica da PCR.

3 - Morfologia e morfometria dos gamontes

Os gamontes, encontrados no sangue periferico das serpentes, foram analisados
morfologicamente, tendo por base o formato do corpo, presenca de capsula e de pigmentos
citoplasmaticos, formato e posi¢do de seu nucleo.

A morfometria foi realizada utilizando-se um sistema computadorizado de anélise de imagens,
capturadas através de um sistema de video acoplado a um computador e medidas pelo software Qwin
Lite 2.5 (Leica).
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As variaveis estipuladas para anélise dos parasitas foram &rea, comprimento e largura, tanto dos
gamontes como de seus nucleos. Foram fotografadas e analisadas 100 imagens das formas parasitarias

encontradas em cada espécime de C. durissusterrificus (Moco et al., 2011).

4 - Analise das alteracGes nas hemacias

Para avaliar possiveis alteragdes morfologicas nas hemacias, induzidas pela presenga do
parasita, foram fotografadas e medidas, de modo semelhante ao estudo dos gamontes, 100 hemécias
normais e 100 hemécias parasitadas de cada exemplar de serpente escolhida, cujas variaveis estipuladas
para sua analise também foram &rea, comprimento e largura da hemacia, bem como area, comprimento

e largura do nucleo da hemécia (Moco et al., 2011).

5 - Caracterizagdo Molecular
5.1 - Extracédo do DNA

O DNA total foi extraido empregando-se o “Kit llustra™ blood genomicPrep Mini Spin” (GE
Healthcare®), misturando-se 10 pl do sangue total & 2 pl de Proteinase K e 500 pl de solucéo de lise,
deixando a mistura a 56 °C, por 4 horas, seguidos de 15 min a 70 °C. O contetdo foi passado para a
coluna de centrifugagéo e centrifugado a 8000 rota¢fes por minuto (rpm) por um minuto, adicionados
500 pl de solucéo de lise, centrifugado a 8000 rpm por mais um minuto, adicionados 500 pl de alcool,
centrifugado a 13000 rpm por trés minutos, adicionados 50 ul de tampéo de eluicdo (aquecidos a 70 °C)
e, finalmente, centifugado a 8000 rpm por um minuto. A quantidade de sangue total utilizada foi
reduzida para 10 ul, devido ao entupimento dos filtros (Moco et al., 2011). Apos extracdo, as amostras

foram acondicionadas em freezer -20°C até 0 momento do uso.

5.2 - Oligonucleotideos testados nas reacdes da PCR
Devido as dificuldades na padronizagdo das reacdes da PCR, foram testados sete pares de
oligonucleotideos, sendo que, um amplifica a regido ITS-1 rDNA, outro, as regides ITS-1, 5.8S e ITS-2

rDNA e cinco, que amplificam regides do gene 18S rDNA (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos testados pela técnica da PCR.

Oligonucleotideos Sequéncias Referéncia
5’-CGTAGGTGAACCTGCAGAAGG-3’/
5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’

18S/5.8S Smith et al., 1999

5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’/

ITS5/1TS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ White et al., 1990

5’-GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG-3’/

HepF300/Hep900 5’-CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC-3’

Ujvari et al., 2004

5-TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG-3/

HEMOLHEMOZ o c1ToTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC-3  erkins e Keller, 2001

5’-GCTAATACATGAGCAAAATCTCAA-3’/

455812133 (G) 5'-CGGAATTAACCAGACAAAT-3’

Mathew et al., 2000

5’-ATCTAAGGAAGGCAGC-3°/

437412733 (M) 5-CGGAATTAACCAGACAAAT-3’

Mathew et al., 2000

5’-GCTAATACATGAGCAAAATCTCAA-3’/

4558/4559 (P) 5’-TCACTACCTCTCTTATGCTG-3’

Mathew et al., 2000

5.3 - Condicbes de Amplificacéo
As reacOes de amplificacdo foram testadas, primeiramente, de acordo com as metodologias
propostas em literatura, para todos os conjuntos de oligonucleotideos, em termociclador “My Cycler™
thermal cycler” (BioRad®), posteriormente, foram testadas outras concentracdes e perfis de ciclos, na
tentativa de padronizacdo das reacdes da PCR.
Foram realizados testes em volume final de 25 ul com 1 x Tampao (500 mM KCI, 100 mM Tris-
HCL pH 9.0), 1,5 mM MgCl,, 10 mM dNTPs, 10 pmol de cada oligonucleotideo (forward e reverse), 1
U de “Platinum® Taq DNA Polymerase” (Invitrogen®), 1 ul do DNA total e H20 q.s.p.. Cada reacéo foi
checada para contaminacdo pelo uso de controles negativos utilizando todos os reagentes exceto o

DNA. Os ciclos de amplificagéo utilizados, para cada par de oligonucleotideos, constam da Tabela 2 e
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a Temperatura de melting (Tm) otima para o anelamento de cada um deles foi determinada por

gradiente de temperatura em termociclador “My Cycler™ thermal cycler” (BioRad®). Os produtos

foram mantidos a 4°C até a realizacéo da eletroforese.

Para os pares do oligonucleotideos que amplificam a regido 1TS1 rDNA (18S/5.8S e

ITS5/ITS4), também foram testadas reacdes com volume final de 20 pl, utilizando-se “GoTaq®

Colorless Master Mix” (Promega®).

Tabela 2. Perfil de ciclo para cada par de oligonucleotideo testado pela técnica da PCR.

. . Ciclo Inicial ~ Extenséo
Oligonucleotideos (Hot Start) Anelamento e Extensdo Final
NO
ciclos

18S/5.8S 94 °C/ 7 min 35 94°C/60 s, 57 °C/60se 72°C/60s 72 °C/5 min
ITS5/1TS4 94 °C/5 min 34 94°C/45,60°C/30se 72°C/60s 72 °C/5 min
HepF300/Hep900 94 °C/3 min 35 94°C/45s,56 °C/60se 72°C/60s 72 °C/7 min
HEMO1/HEMO2 94 °C/3 min 35 94°C/455,60°C/60se 72°C/60s 72 °C/7 min
4558/2733 (G) 94 °C/3 min 40 94°C/60s, 56 °C/ 60 se 72°C/90s  72°C/ 7 min
4374/2733 (M) 94 °C/3 min 35 94°C/60s,56 °C/ 60 se 72°C/90s  72°C/ 7 min
4558/4559 (P) 94 °C/3 min 40 94°C/60s, 56 °C/ 60 se 72°C/90s  72°C/ 7 min
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As amostras foram testadas para a presenca de produtos amplificados utilizando-se 8 ul de cada
produto misturados a 2 pul de tampdo de amostra em gel de agarose 1% (Pronadisa®). Para a
eletroforese foi utilizado tamp&o TAE (Tris — Acido acético — EDTA) em cuba horizontal “Hoefer HE
33” (GE Healthcare®). Fragmentos foram visualizados por coloragdo com “GelRed™” (Biotium®) e
separados por 1 hora a 85 volts sendo visualizados em Fotodocumentador “Major Science UVDI® e
fotografados com camara digital “Canon Power Shot G9™" (Canon®). Os fragmentos amplificados
foram comparados com um marcador de tamanho molecular de 1000 pares de base (“GeneRuler™
1kb DNA Ladder”, Fermentas®). Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram produtos
de amplificacdo aproximados dos descritos na literatura (Tabela 3). O restante dos produtos de PCR foi

utilizado para o0 sequenciamento genético.

Tabela 3. Tamanhos dos fragmentos a serem amplificados por cada par de oligonucleotideo

Oligonucleotideos Tamanho do fragmento

18S/5.8S 300 pb
ITS5/1TS4 Desconhecido

HepF300/Hep900 600 pb
HEMO1/HEMO2 1000 pb
4558/2733 (G) 1200 pb
4374/2733 (M) 900 pb
4558/4559 (P) 300 pb
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5.4 - Purificacdo dos Produtos de PCR

Os fragmentos de PCR das amostras foram purificados por reacdo enzimética adicionando-se 2
ul da enzima “ExoSAP IT” (GE Healthcare® a 5 ul do produto de PCR de acordo com as
recomendacdes do fabricante, passando por um ciclo de 60 minutos a 37°C seguido de outro de 20

minutos a 80°C e, a seguir, submetidos ao sequenciamento.

5.5 - Sequenciamento

As sequéncias de DNA foram determinadas em sequenciador capilar “3500 Genetic Analyzer”
(Applied Biosystems) utilizando-se 1,9 pl de 5 x “Save Money” (400 mM Tris-HCI pH 9,0, 10 mM
MgCl,), 0,5 ul “BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v.3.1” (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 0,5 pmol do oligonucleotideo forward, 4 ng/ul do produto de PCR
purificado e H,O g.s.p. para completar o volume final de 10 pl. As reagdes foram realizadas em
termociclador “Eppendorf MasterCycler Gradient” (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com os ciclos
de temperatura programados para: 25 ciclos de 95°C por 10 s, 50°C por 5 s, 60°C por 4 min, com
rampa de 1°C/s, como recomendado pelo fabricante. Ap6s a amplificacdo as amostras foram mantidas
a 4°C até a precipitacdo. Para cada amostra foi realizada uma Unica reacdo com o oligonucleotideo

forward.

5.6 - Precipitacao das reacdes de Sequenciamento

Para cada reacdo de sequenciamento foram adicionados 80 pl de isopropanol 65%, incubando a
temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a velocidade de
10.000 rpm por 25 minutos, a temperatura ambiente. O isopropanol foi removido invertendo os tubos e,
a seguir, 200 ul de etanol 70% foram adicionados e centrifugados a velocidade de 10.000 rpm por
cinco minutos a temperatura ambiente. Todo o etanol foi removido com auxilio de micropipeta, pois
qualquer etanol residual resultaria em manchas fluorescentes. As amostras foram secas a temperatura
ambiente e 0 DNA eluido em 2 ul de tampdo de amostra contendo “Formamida Hi-Di™” (Applied
Biosystems) + Loading Buffer (25 mM EDTA pH 8,0 contendo 50 mg/ml Blue Dextran) (5:1). No
momento da aplicagdo em sequenciador automatico as amostras foram aquecidas a 95°C por cinco

minutos e rapidamente transferidas para o gelo.
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5.7 - Analise dos Dados - Alinhamento das Sequéncias
Os eletroferogramas das sequéncias forward e reverse, gerados automaticamente, foram
submetidas ao  alinhamento  consenso  com  auxilio do  programa MERGER

(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/alignment/intro-uk.html). Apos esta etapa foram construidos blocos de

nota e estes, analisados com o programa CLUSTAL X versdo 1.8 (Thompson et al., 1994). As
sequéncias foram comparadas com outras disponiveis no GenBank e identificadas utilizando-se o
BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Posteriormente, as sequéncias foram utilizadas para construgdo das arvores filogenéticas

utilizando-se o programa MEGA versdo 2.1 (Kumar et al., 2001). Taxas de divergéncia foram
conduzidas, utilizando-se 0os métodos de maxima parsimdnia (MP) e distancia (NJ) na reconstrucao
filogenética do fragmento estudado. Para se estimar o indice de consisténcia das analises de distancia
foram utilizadas arvores com teste de bootstrap sobre 1000 réplicas (Felseinstein, 1985).

As espécies utilizadas para andlise filogenética e seus respectivos nimeros de acesso do
GenBank estdo descritos na Tabela 7, dos resultados.

6 - Andlise Estatistica

Todos os dados registrados foram analisados utilizando-se o software “SigmaStat 3.1 (Jandel
Scientific Corporation).

As variaveis registradas para os gamontes, em cada espécime de serpente, foram analisadas
separadamente empregando-se teste de Analise de Variancia ou Kruskal-Wallis, de acordo com a
distribuicdo dos dados. Os testes de Dunn ou Tukey foram utilizados para detectar as diferencas entre
0s grupos. Estas mesmas variaveis tambem foram analisadas conjuntamente, empregando-se o teste de
Anélise de Componentes Principais (PCA), realizado pelo software “MVSP 3.1” (MultiVariate
Statistical Package).

A comparacdo entre hemacias normais e parasitadas foi realizada empregando-se Teste t ou
Mann Whitney, de acordo com a distribuicdo dos dados. Estas mesmas varidveis também foram
estudadas conjuntamente, empregando-se 0 mesmo teste de analise multivariada (PCA), realizado pelo

software “MVSP 3.1”. O nivel de significancia adotado foi de 5 %.
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Resultados
1 - Caracterizacao morfologica dos gamontes

Das 215 espécimes investigadas, apenas 14 (6,5%) se mostraram positivas para Hepatozoon
spp. nos exames de rotina, destes, foram escolhidos cinco exemplares de C. durissus terrificus
(nomeados: Cdt136, Cdt137, Cdtl57, Cdtl76 e Cdtl77), por, aparentemente, apresentarem, maior
parasitemia dentre os pesquisados. Em tais eleitos, foram visualizadas uma forma parasitaria em cada
um deles; nomeadas Gamontes 1 (Cdt136), Gamontes 2 (Cdt137), Gamontes 3 (Cdt157), Gamontes 4
(Cdt176) e Gamontes 5 (Cdt177). Destes, trés eram bastante semelhantes entre si (1, 4 e 5), com

excecdo de seus nucleos (Tabela 4 e Figura 1).
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7/

Figura 1. Gamontes de Hepatozoon sp., parasitando eritrocitos de cinco exemplares Crotalus
durissusterrificus. A: Gamonte 1; B: Gamonte 2; C: Gamonte 3; D: Gamonte 4; E: Gamonte 5.

Esfregaco sanguineo corado por May-Gruenwald-Giemsa.
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Tabela 4. Morfologia dos gamontes de Hepatozoon spp. de Crotalus durissus terrificus (Cdt)
naturalmente infectadas e altera¢des induzidas nas hemécias parasitadas.

3 (Cdt157)

4 (Cdtl76) 5 (Cdtl177)

1 (Cdt136) 2 (Cdt137)
Localizagdo Junto ao ndcleo  Junto ao nicleo da
da hemécia hemacia
Grande, Grande, alongado
alongado e com uma das
Formato largo, com - .
. extremidades mais
extremidades :
afilada
abauladas
Citoplasma Uniforme Uniforme
Compacto, mais Alongado e
circular, L
¢ ligeiramente ligeiramente
Ndcleo deslocado para
deslocado para
uma das
uma das

extremidades extremidades

Alte_ragap no i i
eritrocito

Junto ao nucleo da
hemacia

Alongado, com
uma das
extremidades mais
afilada

Basofilico e
granuloso

Alongado, central
ou deslocado para
uma das
extremidades

Sim

Junto ao nlcleo  Junto ao nicleo

da hemécia da hemacia
Grande, Grande,
alongado e alongado e
largo, com largo, com
extremidades extremidades
abauladas abauladas
Uniforme Uniforme
Grande,
Compacto,
compacto,
ovalado e
alongado e L
S ligeiramente
ligeiramente
deslocado para
deslocado para
uma das
uma das

extremidades extremidades

Sim Sim

2 — Analise morfométrica das alteragdes provocadas pelo parasita no eritrocito

Gamonte 1:

Esse parasita alterou todos os parametros das hemécias infectadas, com excec¢do de sua largura

(Tabela 5). Tais alteracdes separaram discretamente grupo normal de parasitado, quando submetidos a

anélise multivariada dos principais componentes de comparagdo entre tais grupos, apesar das muitas

sobreposi¢des entre seus elementos (Figura 2).



Figura 2. Anélise Multivariada dos principais componentes de comparacdo (PCA) entre as hemacias
normais e parasitadas pelo Gamonte 1, do exemplar de Crotalus durissus terrificus Cdt136.

Gamonte 2:
Tal parasita alterou todos os parametros das hemacias em que se albergou (Tabela 5) e essas
alteracOes foram responsaveis por separar discretamente o grupo normal do parasitado, de acordo com

a analise multivariada dos componentes de comparacao entre tais grupos (Figura 3).
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Figura 3. Analise Multivariada dos principais componentes de comparagdo (PCA) entre as hemacias
normais e parasitadas pelo Gamonte 2, do exemplar de Crotalus durissus terrificus Cdt137.

Gamonte 3:
Esse gamonte também alterou todos os pardmetros das hemacias parasitadas (Tabela 5), tais

alteracGes também permitiram separar o grupo normal do parasitado quando submetidos a analise

multivariada dos principais componentes de comparagao entre tais grupos (Figura 4).
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Figura 4. Anédlise Multivariada dos principais componentes de comparacdo (PCA) entre as
heméacias normais e parasitadas pelo Gamonte 3, do exemplar de Crotalus durissus terrificus
Cdt157.

Gamonte 4:
Tal parasita também alterou todos os pardmetros das hemacias parasitadas com excecdo do

comprimento do seu nucleo (Tabela 5) e tais alteragdes, tal como o ocorrido para 0s demais gamontes,
também permitiram a separacdo entre o grupo normal e o parasitado, quando submetidos a analise

multivariada dos componentes de comparagéo entre eles (Figura 5).
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Figura 5. Andlise Multivariada dos principais componentes de comparacdo (PCA) entre as hemécias
normais e parasitadas pelo Gamonte 4, do exemplar de Crotalus durissus terrificus Cdt176.

Gamonte 5:

Esse parasita alterou todos os parametros das hemécias infectadas, com exce¢do da area do
nucleo das mesmas (Tabela 5). Tais alteragfes também foram suficientes para separar, mais
discretamente do que os gamontes 2, 3 e 4, 0 grupo normal de parasitado, quando submetidos a analise
multivariada dos principais componentes de comparacgao entre tais grupos, apesar das sobreposi¢des

entre seus elementos (Figura 6).
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PC1 (96,8%)

Figura 6. Andlise Multivariada dos principais componentes de comparacao (PCA) entre as hemécias
normais e parasitadas pelo Gamonte 5, do exemplar de Crotalus durissus terrificus Cdt177.

Assim, todos os gamontes encontrados alteraram as hemécias parasitadas em pelo menos cinco
das seis variaveis analisadas. Sendo que duas (Gamontes 2 e 3), das cinco formas, alteraram todas as
varidveis (Tabela 5). Fato corroborado pela analise multivariada dos componentes de comparacao entre
hemécias parasitadas e ndo parasitadas, que apontou, embora em diferentes niveis, a separacdo entre
esses grupos em todos os casos (Tabela 4).
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Tabela 5. Anélise comparativa entre eritrécitos normais e parasitados dos exemplares de Crotalus
durissus terrificus.

Hemacias CNH (um) LNH um)  ANH @m?  CH (um) LH (um) AH (um?)

40(03)% 220(22?* 222(12* 11,0(0,7)*  181,6 (14,4)°

< a

8 7,0 (0,5)

% PA b b b b b

L 8,6 (0,5) 3,7(0,3) 23,6 (2,1) 24,1 (1,1) 10,7 (1,00  195,2 (16,8)

—

< N 6,9 (0,5)* 4,0 (0,3)? 222(1,6)*  21,6(0,9% 10,6 (2,0 172,22 (10,2

—

g PA b b b b b b

= 7,2 (0,40) 3,7(0,3) 21,0 (1,6) 25,0 (1,0) 9,7 (0,8) 185,4 (11,2)

= N 6,4 (0,5)* 4,2 (0,2)° 231(23)°  198(1.0  10,7(0,57%  159,1(9,9)

—

S PA

= 7,5 (0,4)° 3,5(0,3)° 20,5 (16)°  220(1,2)° 9,4(0,6)>  169,4 (13,2)"

g N 6,8 (0,5)* 4,3 (0,3) 244 (2,7  210(1,0% 11,105 1765 (12,9)°

—

S

‘:); 6,8 (0,5)° 3,7(0,3)° 20,7 (1,8)° 21,9 (0,8)° 11,6 (05" 1952 (15,0)°
PA

< N 6,5 (0,5)* 4,0 (0,4) 230(24)°*  206(09%  10,2(0,6)°  162,0(11,1)°

—

% !

% PA  83(04)" 3,5(0,3)° 233(22°  242(15)" 9,9(0,8)>  184,1(14,6)

Letras iguais = p > 0,05; letras distintas= p < 0,05. AP = &rea do parasita, CP = comprimento do parasita, LP = largura do parasita, ANP = area do
ntcleo do parasita, CNP = comprimento do nlcleo do parasita, LNP = largura do nucleo do parasita, N = heméacias normais, PA = hemécias parasitadas,
Cdt = Crotalus durissus terrificus. Teste ndo paramétrico, dados correspondem as medianas e suas respectivas amplitudes semi —interquartilicas.
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3 - Caracterizacdo morfométrica dos gamontes

Analisando-se separadamente cada uma das variaveis estudadas para os parasitas, notamos que
0s Gamontes 1, 4 e 5, embora sejam morfologicamente semelhantes, possuem algumas variaveis
distintas entre si, tanto relacionadas ao parasita, como ao seu ndcleo. Assim, tais gamontes tém
comprimentos distintos, sendo 0 Gamonte 1 maior que o Gamonte 4, e este, maior que o Gamonte 5. Ja
em relacdo as suas areas, 0 Gamonte 5 € ligeiramente menor do que os demais (1 e 4). O Gamonte 1
ainda possui maior largura do nucleo, quando comparado aos gamontes morfologicamente
semelhantes. O Gamonte 4 possui maior comprimento do ndcleo e area do nucleo se comparado aos
demais (1 e 4).

Por outro lado, nos Gamontes 2 e 3, morfologicamente distintos, quatro das seis variaveis
analisadas ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (Tabela 6), ou seja, diferiram apenas em

relacéo a area do nucleo e largura do nucleo.

Tabela 6. Andlise comparativa entre os gamontes de Hepatozoon spp. observados em cinco
espécimes de Crotalus durissus terrificus naturalmente infectados.

Parasitas CNP (um) LNP (um) ANP (um?)  CP (um) LP (um) AP (umd

1(Cdt136) 4,6 (0,3 31(0,3°  107(1,2° 181(08°  36(04)°® 558 (3,4)°

2(Cdt137) 4,7(04)° 2,7(03° 10,0(0,9°* 171(0,7)° 31(03)"° 40,1 (35)

3(Cdt157)  4,7(0,3  2,3(0,2)° 91(0,8° 17,4(0,7)  3,0(03)° 389(37)

4(Cdt176) 58(0,5)° 29(0,3)° 135(1,3)° 17.3(0,7)°  36(0,3)* 52,7 (4,6)

5(Cdtl77)  4,8(05)° 27(03)°  108(1,1)* 157(05° = 35(04)° 46,2 (4,2)°

|

etras iguais = p > 0,05; letras distintas= p < 0,05. = area do parasita, = comprimento do parasiia, = Targura do parasita, = area do
nlcleo do parasita, CNP = comprimento do nlcleo do parasita, LNP = largura do nicleo do parasita, Cdt = Crotalus durissus terrificus. Teste ndo
paramétrico, dados correspondentes as medianas e suas respectivas amplitudes semi-interquartilicas.
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O resultado da analise multivariada dos componentes de comparagao entre 0s gamontes sugeriu
a existéncia de trés populacdes de parasitas, apesar das muitas sobreposicdes entre seus elementos
(Figura 7).

Figura 7. Anélise Multivariada dos principais componentes (PCA) dos gamontes de Hepatozoon spp.
dos cinco exemplares de Crotalus durissusterrificus (Cdt).
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2 — Testes dos oligonucleotideos e caracterizacdo molecular
- Oligonucleotideos 18S/ 5.8S

Inimeros testes de concentragdes de reagentes e gradientes de temperatura de anelamento foram
realizados na tentativa de padronizar a reagdo de PCR, utilizando-se os oligonucleotideos 18S e 5.8S, a
fim de conseguir produtos de amplificagcdo com o tamanho esperado (Tabela 3), mas as tentativas
foram falhas. Todas as 15 amostras em que obtivemos regides amplificadas e sequenciéveis (Figura 8),
utilizando-se o perfil de ciclo descrito na Tabela 3, com reagentes nas concentragdes de: 10 pl “Go
Tag® Colorless Master Mix”, 0,75 ul de oligonucleotideos (R/F) e 2ul-3pl de DNA diluido (1 DNA: 9
H,0), quando submetidas ao sequenciamento, ndo obtiveram homologia a Hepatozoon spp. e sim,

amplificaram fragmentos inespecificos homdélogos a organismos como algumas espécies de fungos.

— - 250 pb

Figura 8. Visualizacdo em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR do
gene ITS1 rRNA de Hepatozoon spp. amplificados utilizando-se
oligonucleotideos 18S e 5.8 Pocgos 1, 2, 3 e 4: Gamontes 1, 2, 3 e 4
(respectivamente); NO: controle negativo; PM: Marcador de Peso Molecular
(1kb). Seta indica fragmento amplificado de aproximadamente 300 pb.
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- Oligonucleotideos ITS5/ 1TS4

Varios testes de concentragdes de reagentes também foram realizados para 0s
oligonucleotideos ITS5 e ITS4, baseados no perfil de ciclo e condi¢Bes de amplificacdo propostos em
literatura (10 pl “Go Taq® Colorless Master Mix”, 1 pl de oligonucleotideos (R/F) e 5ul de DNA)
(Tabela 2), na tentativa de padronizar essa reacdo de PCR e conseguir produtos de amplificacdo do
fragmento esperado. Entretanto, essas tentativas também foram falhas.

- Oligonucleotideos 4558/ 2733 (G)

Na tentativa de padronizagéo da reacdo da PCR para os oligonucleotideos 4558 e 2733, também
foram realizados varios testes de concentracdo de reagentes, baseando-se no perfil de ciclo proposto em
literatura (Tabela 2), mas as Unicas amostras em que foram amplificados os fragmentos desejados
foram as correspondentes aos Gamontes 2 e 3 (Figura 9) nas condicdes: 2,5 ul de Tampao, 0,75 ul de
MgCly, 0,5 ul de dNTPs, 0,5 ul de oligonucleotideos (F/R), 0,3 ul de Tag DNA Polymerase e 1 ul de
DNA diluido (IDNA: 69 H,0).
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— - 1000 pb

Figura 9. Visualizacdo em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR do
gene 18S rRNA de Hepatozoon spp. amplificados utilizando-se o par de
oligonucleotideos G. Pogos 1- 5: Gamontes 1 — 5; NO: controle negativo;
PM: Marcador de Peso Molecular (1kb). Seta indica fragmento amplificado
de 1200 pb.

- Oligonucleotideos 4374/ 2733 (M)

Na tentativa de padronizacdo da reacdo da PCR para os oligonucleotideos 4374 e 2733 (internos
aos 4558/ 2733), também foram realizados testes de concentracdo de reagentes, baseando-se no perfil
de ciclo proposto em literatura (Tabela 2), obtendo-se amostras sequencidveis para 0s cinco gamontes
(Figura 10) nas condicdes: 2,5 ul de Tampdo, 0,75 ul de MgCl,, 0,5 ul de dNTPs, 0,5 ul de
oligonucleotideos (F/R), 0,3 ul de Tag DNA Polymerase e 1 ul de DNA puro. Entretanto, apos
sequenciadas, as amostras referentes aos Gamontes 1, 4 e 5 amplificaram fragmentos inespecificos e

apenas as amostras 2 e 3 apontaram homologia a Hepatozoon spp.
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- 1000 pb

Figura 10. Visualizacdo em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR do
gene 18S rRNA de Hepatozoon spp. amplificados utilizando-se o par de
oligonucleotideos M. Pogos 1- 5: Gamontes 1 — 5; NO: controle negativo;
PM: Marcador de Peso Molecular (1kb). Seta indica fragmento amplificado
de 900 pb.

As sequéncias correspondentes as amostras 2 e 3 (Hep 2 e Hep 3), obtidas utilizando-se os pares
de oligonucleotideos 4558/ 2733(G) e 4374/ 2733 (M), respectivamente, foram analisadas em
sobreposicdo (G + M) pois seu sequenciamento apresentou diversos pontos falhos. Dessa forma,
obteve-se uma sequéncia de 1140 pb cujo alinhamento, obtido utilizando-se o programa CLUSTAL X,
apresentou 158 posicOes informativas, sendo que, em toda a extensdo do fragmento analisado, a
diferenca entre o Hep 2 (Cdt137) e Hep 3 (Cdt157) é de apenas um nucleotideo, ou seja, existe apenas

um ponto de mutacao dos sitios polimorficos, especificamente uma transversdo (Figura 11).

55



Hepatozoon sp DG1

Hepatozoon sp European pine ma

HepO02

HepO3
Hepatozoon sp BV1
Hepatozoon_sp_Squirrel
Hepatozoon ayorgbor
Hepatozoon sp Boiga
Hepatozoon catesbianae

Hepatozoon sp DGl

Hepatozoon sp European pine ma

Hep02

HepO03
Hepatozoon sp BV1
Hepatozoon_sp_Squirrel
Hepatozoon ayorgbor
Hepatozoon sp Boiga
Hepatozoon_catesbianae

Hepatozoon sp DG1

Hepatozoon sp European pine ma

HepO02

HepO3
Hepatozoon sp BV1
Hepatozoon sp Squirrel
Hepatozoon ayorgbor
Hepatozoon sp Boiga
Hepatozoon catesbianae

Hepatozoon sp DG1

Hepatozoon sp European pine ma

Hep02

HepO03
Hepatozoon sp BV1
Hepatozoon sp Squirrel
Hepatozoon ayorgbor
Hepatozoon sp Boiga
Hepatozoon catesbianae

Hepatozoon sp DGl

Hepatozoon sp European pine ma

HepO2.

HepO3
Hepatozoon sp BV1
Hepatozoon sp Squirrel
Hepatozoon ayorgbor
Hepatozoon sp Boiga
Hepatozoon_catesbianae

GAGAAGCATTTATTAGATAAAAAACCAATGCATGCTTTTAAAGCATGAAT
GAGATGCATTTATTAGATAAAAAACCAATACATACTTTTAAAGTATGAAT
GAGAAGCATTTATTAGATAAAAAACCAATGCATGTTTTTAAAGCATGAAA
GAGAAGCATTTATTAGATAAAAAACCAATGCATGTTTTTAAAGCATGAAA
GAGAAGCATTTATTAGATAAAAAACCAATGTATGTTTTTAAAGCATAAAA
GAGAAGCATTTATTAGATAAAAAACCAATATATGTTCTTAAAGCATAAAA
GAGAAGCATTTATTAGATAAAAAACCAATATATGTTTTTAAAGCATAAAA
GAGAAGCATTTATTAGATAAAAAATCAATATATGTTTTTAAAGCATAAAA
GAGAAGCATTTATTAGATAAAAAACCAGTGCATGTTTTTAAAACATGAAG

khkkk KAkKkAkAkhkAkAAkkAkkK kA kA kkhkhkhkkx *kk K * * * Kk Kk kK * Kk kK

GTTGGTGATTTACAATAACTAAGCAAATCGCATAGTGAAAACTGGCGATA
GTTGGTGATTTACAATAACTTAGCAAATCGCATAGTGTAAACAGGCGATA
ATTGGCGATTTACAATAACTAAGCAAATCGCATAGTGCAAACTGGCGATA
ATTGGCGATTTACAATAACTAAGCAAATCGCATAGTGCAAACTGGCGATA
ATTGGTGATATACAATAACTAAGCAAATCGCACAGTGCAAACTGGCGATA
GTTGGTGATTTACAATAACTAAGCAAATCGCACGGTGCAAACTGGCGATA
GTTGGTGATTTACAATAACTAAGCAAATCGCACAGTGCAAACTGGCGATA
GTTGGTGATTTACAATAACTAAGCAAATTGCACAGTGCAAACTGGCAATA
TGTAATGATATAAAATAACTAAGCAAATCGCACAGTGTAAACTAGCGATA

* khkk kK kAkkkhkhkk Akhkkkkkhkk kkk Kk Kk Kok ok ok * kKKK

AATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTT
AATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTT
AATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTT
AATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTT
AATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTAAGGTATTGGCTT
AATCATTTAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTAAGGTATTGGCTT
AATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTAAGGTATTGGCTT
AATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTT
AATCATTTAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATAGTATTGGCTT

KAKAKKAKKAA KA XAAAKRKAKAAAA XA A XA AR A A KA AR XA AR KK KK kKKK KKK kK

ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGAATTAGGGTTCAATTCCGGAGAGGG
ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGAATTAGGGTTCAATTCCGGAGAGGG
ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGGATTAGGGTTCAATTCCGGAGAGGG
ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG
ACCGTGGCAGTGACGGTTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGG

KAAAKKKKAKAAAAAXAAKANAKAXA A A A I *d* KAk Ahhhhrhx KNk kK A khkrAkrxhkkkk%

AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT
AGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATT

KA KK A AR KA AR A AR I A AR A A AR A AR A A AR A AR A A AR A AR R A A XA ARk kKK
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ACCCAATTCTAACAGCATAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAA
ACCCAATTCTAACAGCATAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAA
ACCCAATTCTAACAGTATAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAGTACAA
ACCCAATTCTAACAGTATAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAGTACAA
ACCCAATTCTAACAGCATAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAGTACAA
ACCCAATTCTAACAGCATAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAGTACAA
ACCCAATTCTAACAGCATAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAGTACAA
ACCCAATTCTAACAGCATAAGAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAGTACAA
ACCCAATTTTAACAGCATAAAAGAGGTAGTGACAAGAAATAACAGTACAA

KAKAKAKKKAKAKR K*AhhkhAhkk KAk k, *hAkhAAAAkkhAdddArArA A Ak hk kK khkh*x *kk*x%

GGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATATAAACACTTTTT
GGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAACACTTTTT
GGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAACACTTTTT
GGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAACACTTTTT
GGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAATACTTTTT
GGCAATTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAATACTTTTT
GGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAATACTTTTT
GGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAATACTTTTT
GGCAGTTTAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAACAATTTTT

hhkhkhk Ak KAk hkhkhkhkhk A A A dhhhhkhkhrhhkkhhhkhkhkhkhhrhx K*khkkkx * *hkxk%k

AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA
AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA
AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA
AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA
AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA
AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA
AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA
AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA-CAGCCGCGGTAATTCCA
AAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCA

KAAKKKKAKAKAAA A A AKANKRAKAAAA AR A A AR AKX A A K’ *AA AR KAAA A A A XA XA KKK K

GCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-G
GCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-G
GCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-G
GCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-G
GCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-G
GCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-G
GCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-G
-CTCCA-TAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTTG
GCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT-G

KAKXAK KA AAAAKAKAAKAA KA AR KA A AR KA KA A AR A A A A A KA A A A A XA XA A KK K

AATTTCTGCTAAAAAAAACCGGTCTGCTTTT-TTAATAAAAGTAGTATCT
AATTTCTGCTATAAATAACCAGTCTGCTTT---TAATAGAAGTAGTACCT
AATTTCTGCTAAAAATAACCGGTGTGCTTTTATTAATAAAAGTGGTATCT
AATTTCTGCTAAAAATAACCGGTGTGCTTTTATTAATAAAAGTGGTATCT
AATTTTTGCTAGAAATAACCGGTCTGCTTTTATTTATAAGAGTGGTATCT
AATTTTTGCTAAAAATAACCGGTTTGCTTTTAATTATAAAAGTGGTATCA
AATTTTTGCTAAAAATAACCGGTCTGCTTTTATTAATAAAAGTGGTATCT
AGTTTTTGCTAAAAATAATCAAGCTGCTTTTATTAATAAAAGTAGTATCT
AATTTATGCTAGAAATAGCCGGTGTGCTTTTAATAATAAAAGTAATATCT

Kk kkk kkkkk kkk Kk * K’k Kk kK * ok k Kk * Kk * kX%
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TGGTGTG--TTTTTAGC--AATAATGTCCTTT--GAAATGTTTTTTA--C
TGGTCTG--TTTTTAGC--AATAATGTCCTTT--GAAATGTTTTTTA--C
TGGTGTG--TTTTTAGC--AATAATGTCCTTA--GAAATGTTTTTTA--C
TGGTGTG--TTTTTAGC--AATAATGTCCTTA--GAAATGATTTTTA--C
TGGTGTG--TTTTTAGC--AATAATGTCCTTT--GGAATGTTTTTTA--C
TGGTGTG--TTTTTAGC--AATAATGTCCTTT--GAAGTGTTTTTTA--C
TGGTGTG--TTTTTAGC--AATAATGTCCTTT--GAAATGTTTTTTA--C
TGGTGGGGGTTTTAAACCAAATAATGGCCCTTTGAAAATGTTTTTTTACT
TAGTGTG--TTACTAGC--AATAATGTCTTTT--GAAATGTTTTTTA--C

* k% * * * * % kKkKkKkKkKkKk Kk * *x kK Kk kkk

TTTATTGTAAAAAGCAATATTCAGGATTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGT
TTTATTGTAATAAATTATATTCAGGATTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGT
TTTATTGTAAGAAGCAATATTCAGGATTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGT
TTTATTGTAAGAAGCAATATTCAGGATTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGT
TTTATTGTAGAATGCAATTTTGAGGATTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGT
TTTATTGTAAAAAGCGATTTTCAGGATTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGT
TTTATTGTAAGAAGCAATTTTCAGGATTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGT
TTTTTTGTAAAAAGCAAATTTCGGGTTTTTT-CTTTGAAAAAATTAGAGT
TTTATTGTAAAAAACAATATTCAGGATTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGT

*hkk kKA KK * * * x kk Ak kkk khkhkhkhkk Ak kkhkhkhkhkk kK

GTTTCAAGCAGGCTAACGTTTTGAATACTGCAGCATGGAATAATAAAATA
GTTTCTAGCAGGCTAACGCTTTGAATACTGCAGCATGGAATAATAAAATA
GTTTCAAGCAGGCTAATGTTTTGAATACTGCAGCATGGAATAATAAAATA
GTTTCAAGCAGGCTAATGTTTTGAATACTGCAGCATGGAATAATAAAATA
GTTTCAAGCAGGCTAACGTTTTGAATACTGCAGCATGGAATAATAAAATA
GTTTCAAGCAGGCTAACGTTTCGAATACTGCAGCATGGAATAATAAAATA
GTTTCAAGCAGGCTAACGTTTTGAATACTGCAGCATGGAATAATAAAATA
GTTTGAAGCGGGCTAACGTTTTAAAT-CCGCAGCATGTAATAATAAAATA
GTTTCAAGCAGGCTAACGCTATGAATACTGCAGCATGGAATAATAAAATA

* Kk Kk k *kkk Kkkkkkkk ok Kk *khkk kK KAkhkkkkhkhkk KAAkAkkhkAkAkAAk kKKK

GGATTTTGGTTCTACATTATTGGTTTTAAGAACTAAATTAATGATTGATA
GGATTTTGGTTCTACATTATTGGTTTTAAGAGCTAAATTAATGATTGATA
GGATTTTGGTTCTACATTATTGGTTTTAAGAACTAAATTAATGATTAATA
GGATTTTGGTTCTACATTATTGGTTTTAAGAACTAAATTAATGATTAATA
GGATTTTAGTTCTACGTTATTGGTTTTAAGAACTAAATTAATGATTGATA
GGATTTTAGTTCTACTTTATTGGTTTTAAGAACTAAATTAATGATTAATA
GGATTTTAGTTCTACGTTATTGGTTTTAAGAATTAAATTAATGATTGATA
GGTTTTTAGTTCTACGTTATTGGTTTTAAGAATTAAAATAATGATTGATA
GGATTATAGTTCTACATTATTGGTTTTAAGAACTAAAATAATGATTGATA

kk kk kK KAk khkkkhkk KAk KkAkAkhkhAkAkAkA A KK KK khkkk KkhkKkkhkkhkkhkkk KKKk

GGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA
GGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA
GGGGCAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA
GGGGCAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA
GGAGCAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA
GGAGCAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA
GGAGCAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA
GGGGCAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA
GAGGCAGTTGGGGGCATTTGTATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGA

* R R R S S S R S S S I SR B e S S R S i i
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TTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATT
TTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGTCAAAGATGTTTTCATT
TTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATT
TTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATT
TTTGTTAAAGACACACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATT
TTTGTTAAAGACACACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATT
TTTGTTAAAGACACACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATT
TTTGTTAAAGCCACACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATT
TTTGTTAAAGACAAACTATTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATT

KAARAKKAKAK A KX **k KAk, KAAhhAhAkAhAhAkhkk A Ak kh* Ak kAxAKdkhkhkrAkrxhkkk k%

AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGT

LR R R S I I R R R I S I b b R R R I S S S b S I R R e S S S S I I R b S

CTTAACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATAAACG
CTTAACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTAATAAACG
CTTAACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTAATAAACG
CTTAACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTAATAAACG
CTTAACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTT-TAAACG
CTTAACTATAAACTATGCCTACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATAAACG
CTTAACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATAAACG
CTTAACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATAAACG
CTTAACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGAAGGTCGTCTTAATAAACG

KAKXKKRKAAKAAAXAAXAAKANAKAA A, *hhAhAkAhAkk khk k *AhAxrAhAkkkkk,k% kKK kKK

ACTCCTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGA-
ACTCCTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTAGGTTCTGGGGGGA-
ACTCCTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGA-
ACTCCTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGA—-
ACTCCTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGA-
ACTCCTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTGTTTGGGTTCTGGGGGGA-
ACTCCTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGA-
ACTCCTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGA-
ACTCCTTCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAA

KAKXAKKRKAKAAAAXAAAKAKNAKX A Ah*AAhAAAKAK A Ak Kk *hkx K khkk K khkhkrAxrAxhAkkkkx%

GTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA
GTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA
GTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA
GTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA
GTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA
GTATGGTGGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATGGACGGAGAGGCACCACCA
GTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA
GTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA
GTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA

KAKKkAKAK* KAAXAAAAhAAAA A A hAA XA d A XK A, *KkAx k% LR i
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GGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGG
GGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGG
GGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGG
GGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAL CTCACCAGG
GGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGG
GGCGTGGAGCCCGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGG
GGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGG
GGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAATTTACCAGG
GGCGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACTAGG

KAKAKKAKKAKAKAA A K’ *AAAKAKAXAA A I A A AR A KA AR A XA A AKX KKK * kk kK%K

TCCAGACATAGAAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTAATTCTATG
TCCAGACATAGAAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTAATTTTATG
TCCAGACATAGAAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTAATTCTATG
TCCAGACATAGAAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTAATTCTATG
TCCAGACATAGAAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATG
TCCAGACATAGAAAGGATGGACAGATGGACAGCTCTTTCTTAATTCTATG
TCCAGACATAGAAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATG
TCCAGACATAGAAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATG
TCCAGACATAAAAAGGATTGACAGAT-GATAGCTCTTTCTTAATTCTATG

KAAAKA A A AKx K  hhkhkhkhkhkk K*hkhkhkhkhhx Kk *hkhkhkhrrhkhkhkkhhhx *hxk%k

GGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTA
GGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTA
GGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTA
GGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTA
GGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTA
GGTGGTGGTGCATGGCGGTTCTTAGTTGGTGGAGGGGATTGGTCTGGTTA
GGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTA
GGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTA
GGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTA

KAAXKKKAKAKAA XA A XAAKAKX KA kA AAdhhhkhhkhkkhkhkhkhkhkh*x * *k%k **k*kxkkk*x%

ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC
ATTCC

* Kk k kK

Figura 11. Alinhamento multiplo das sequéncias obtidas atraves da amplificacdo de uma regido do
18S rDNA pela PCR, utilizando-se os pares de oligonucleotideos G e M, realizado pelo programa
CLUSTAL X (1.8). Os nucleotideos marcados representam pontos de mutacdo dos sitios

polimdrficos das amostras em estudo.
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A anélise da arvore filogenética, relacionada a esse fragmento, apontou a separacdo de Hep2
(Gamontes 2) e Hep3 (Gamontes 3) em um ramo, formando um grupo robusto com alto valor de
bootstrap (100%). Essa mesma &rvore também demonstra as relacoes filogenéticas entre os isolados em
questdo e os de outras hemogregarinas disponiveis no GenBank (Figura 12). A comparagdo com tais
sequéncias apontou um alto indice de similaridade com Hepatozoon sp. DG1 para ambas amostras. As
demais sequéncias ndo foram apresentadas, uma vez que a reacdo de PCR gerou produtos inespecificos

identificados ap06s o0 sequenciamento das mesmas.

go — Hepatozoon sp DG1

1 Hepatozoon sp European pine ma
Hep02
100 L— Hep03

Hepatozoon catesbianae
Hepatozoon sp Boiga

ol Hepatozoon ayorgbor

7 Hepatozoon sp BV1
76 Hepatozoon sp Sauirrel
—
0.005

Figura 12. Arvore de Neighbor-Joining baseada no gene 18S rDNA de Hepatozoon spp.,
relacionados as sequéncias obtidas com a associacao dos pares de oligonucleotideos G e M. NUmeros
nos nds indicam valores de bootstrap sobre 1000 réplicas. Escala indica a distancia evolucionaria de
0.005 nucleotideos por posi¢do na sequéncia.
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- Oligonucleotideos 4558/ 4559 (P)

Na tentativa de padronizagdo da rea¢do da PCR para 0s oligonucleotideos 4558 e 4559 (internos
aos 4558/ 2733), foram, assim como para os demais, realizados varios testes de concentragdo de
reagentes, baseando-se no perfil de ciclo proposto em literatura (Tabela 2), mas as Unicas amostras em
que obtivemos sucesso na amplificacdo de fragmentos foram as correspondentes aos Gamontes 2, 3 e 5
(Figura 13) nas condicdes: 2,5 ul de Tampdo, 0,75 ul de MgCl,, 0,5 ul de dNTPs, 0,5 ul de
oligonucleotideos (F/R), 0,3 ul de Taqg DNA Polymerase e 1 ul de DNA puro. Entretanto, submetidas
ao sequenciamento, tais amostras ndo apontaram homologia a Hepatozoon spp., amplificando
fragmentos inespecificos, como o ocorrido para os pares de oligonucleotideos 18S/5.8S, 4558/2733 e
4374/2733.

- 250 pb

Figura 13. Visualizacdo em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR do
gene 18S rRNA de Hepatozoon spp. amplificados utilizando-se o par de
oligonucleotideos P. Pogos 1- 5: Gamontes 1 — 5; NO: controle negativo; PM:
Marcador de Peso Molecular (1kb). Seta indica fragmento amplificado de 300
pb.
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- Oligonucleotideos HepF300/ Hep900

Na tentativa de padronizacdo da reacdo da PCR para os oligonucleotideos HepF300 e Hep900,
foram realizados testes de concentragdo de reagentes e gradiente de temperatura de anelamento,
baseando-se no perfil de ciclo proposto em literatura (Tabela 2), obtendo-se sucesso na amplificacdo
das cinco amostras (Figura 14) nas condicOes: 2,5 ul de Tampao, 1,75 ul de MgCl,, 0,5 ul de dNTPs,
0,75 ul de oligonucleotideos (F/R), 0,3 ul de Tag DNA Polymerase e 1 ul de DNA diluido (1 DNA: 49

H,0). Todas amplificaram o fragmento esperado (Tabela 3).

— - 700 pb

Figura 14. Visualizacdo em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR do
gene 18S rRNA de Hepatozoon spp. amplificados utilizando-se os
oligonucleotideos HepF300/Hep900. Pogos 1- 5: Gamontes 1 — 5; NO:
controle negativo; PM: Marcador de Peso Molecular (1kb). Seta indica
fragmento amplificado de 600 pb.
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As amostras amplificadas foram submetidas ao sequenciamento e analisadas, obtendo-se uma
sequéncia de 516 pb e cujo alinhamento, obtido utilizando-se o programa CLUSTAL X, apontou 69
posicBes informativas, distribuidas por toda a extensdo do fragmento, sendo que entre as sequéncias
obtidas foram identificados 18 pontos de muta¢des dos sitios polimorficos, dentre estas, 11 transicGes e

7 transversodes (Figura 15).
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TTTTATTATTCCATGCTGCAGTGT  CAAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTGT  CAAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATC CAAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TATTATTATTCCATGCTGCAGTATTCAAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCAAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCAAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCGAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCAAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCAAAACATTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCAAAACATTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCAAAACGTTAGCCTGCTTGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCAAAGCGTTAGCCTGCTAGAAACAC
TTTTATTATTCCATGCTGCAGTATTCATAGCGTTAGCCTGCTTGAAACAC

Kk KAk KkKkKAAA ARk XA ANk AA AKX K K Kk Kk K kX kK Kk kkkkhkAkAkKk KAk kKkkk

TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATTTTGCTTC TTACAATTAGGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATTGTGCTTTTTACAATTAGGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATTTTGCTT  TTACAATTAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATTTTGCTTC TTACAATAAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAAAATTGCTTTTTACAATAAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAAAATTGCTT  TTACAATAAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAAAATCGCTTTTTACAATAAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTCAAAATTGCATTCTACAATAAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATATTGCTT  TTACAATAAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATATTGCTTC TTACAATAAGGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATATTGCTTTTTACAATAAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATATAATTTATTACAATAAAGT
TCTAATTTTCTCAAAGTAAAAATCCTGAATATTGTTTTTTACAATAAAGT

KA KAkA KA AR A A A A Ak XAk kA hkhkhAkhAkhx*x *% * *kkkkKkKk Kk k%K

AAAAAACATTTCAAAGAACATTATTGCTAGAAACACACCAAGATACCACT
AAAAAACATTTCAAAGAACATTATTGCTAGAAACACACCAAGATACCACT
AAAAAACATTTCAAAGAACATTATTGCTAGAAACACACCAAGATACCACT
AAAAAACATTTCAAAGGACATTATTGCTAGAATCACACCAAGATACCACT
AAAAAACATTTCAAAGGACATTATTGCTAGAAACACACCAAGATACCACT
AAAAAACATTTCAAAGGACATTATTGCTAAAAACACACCAAGATACCACT
AAAAAACACTTCAAAGGACATTATTGCTAAAAACACACCATGATACCACT
AAAAAACATTCCAAAGGACATTATTGCTAAAAACACACCAAGATACCACT
AAAAATCATTTCTAAGGACATTATTGCTAAAAACACACCAAGATACCACT
AAAAATCATTTCTAAGGACATTATTGCTAAAAACACACCAAGATACCACT
AAAAAACATTTCAAAGGACATTATTGCTAAAAACACACCAAGATACTACT
AAAAAACATTTCAAAGGACATTATTGCTAAAAACAGACCAAGGTACTACT
AAAAAACATTTCAAAAGACATTATTGCTAGTAACACACTAAGATATTACT

kkkkk kk Kk Kk k% khkkk kK kK Kk Kk kK *x kK kK Kk Kk k% * Kk x
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TTTATTAATAAAAGCAAACCGGTTATTTC TAGCAGAAATTCAACTACGAG
TTTATTAATAAAAGCAAACCGGTTATTTC TAGCAGAAATTCAACTACGAG
TTTATTAATAAAAGCAAACCGGTTATTT TAGCAGAAATTCAACTACGAG
TTTACTAATAAAAGCAGACCGGTTATTTC TAGCAGAAATTCAACTACGAG
TTTATTAATAAAAGCAGACCGGTTATTTTTAGCAAAAATTCAACTACGAG
TTTATTAATAAAAGCAGACCGGTTATTTTTAGCAAAAATTCAACTACGAG
TTTATAATTAAAAGCAAACCGGTTATTTTTAGCAAAAATTCAACTACGAG
CTTATAAATAAAAGCAGACCGGTTATTT TAGCAAAAATTCAACTACGAG
TTTATTAATAAAAGCACACCGGTTATTTTTAGCAGAAATTCAACTACGAG
TTTATTAATAAAAGCACACCGGTTATTTTTAGCAGAAATTCAACTACGAG
TTTATTAA-AAAAGCAGACCGGTTTTTTTTAGCAGAAATTCAACTACGAG
TCTAT---TAAAAGCAGACTGGTTATTTATAGCAGAAATTCAACTACGAG
TTTATTATTAAAAGCACACCGGCTATTTC TAGCATAAATTCAACTACGAG

* * khkkhkkkk Khkhk kk kK kkk hhkhkhkk KAk AkkhkhkhkrAkk kA Kk Kk kK

CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG
CTTTTTAACTGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCG

KA AR K KA A KA A A A A A KRR AR A A A AR A A AR AR A A A I A A A A AR AR A A A A AR KKK

CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTATTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTATTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTATTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTATTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTATTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTATTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTATTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTATTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTGTTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTGTTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTGTTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAAGTGTTT
CGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATTGATACTTTAAAAATTGTTT

Ak Ak Ak kA hkhkhhhkhhhkhrhkkhkkhhhhhkhrrhdhhhhkhkhrkrrrdxkdkkhkkhkhkhx * **x%

AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAATTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTACTGTTA
ATATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTATTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTTAACTGCCTTGTATTGTTA
AAATTTCTATCATTCCAATTACAAAGCATTTAAACTGCCTTGTACTGTTA

Kk OAKKAAAA A A A A A A A A A Ik Ak Ak A A A A hhk ok Ak hhkkhkkhkhkhkx *hxk%k
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TTTCTTGTCACTACCTCTCTTTTGCTATTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTTTGCTATTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTTTGCTATTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATGCTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATGCTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATGCTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATGCTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATGCTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATACTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATACTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATGCTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTCTTATGCTGTTAGAATTGGGTAATTTGCGCGC
TTTCTTGTCACTACCTCTTTTATGCTGTTAAAATTGGGTAATTTGCGCGC

KAAAKAA A A XX hh A hkAA kA, K,k Kk dhk Kkhkk dhhkhhhkhhkkhkkhhkhkhkhkhhrh%k

CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTAAGCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG
CTGCTGCCTTCCTTAGATGTGGTA-GCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCCGG

Ak Ak Ak hkhkhhhkhkhkrhrhhkhkkhhhkhkhhdx *hkkhkhhhkhkhkrhrhkhkhhhkhkhkhrxxkxkkxkk

AATCGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATCGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTATGCCAATAC
AATCGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATCGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATTGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATTGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATTGAACCCTAATTCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATTGAACCCTAATTCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATCGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATCGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATCGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATCGAACCCTAATCCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC
AATCGAACCCTAATTCCCCGTTAACCGTCACTGCCACGGTAAGCCAATAC

hhkk KA AAKkkhkhkhkhk AAAdhhhhkhkhAhAhkkhhkhkhkhkhkhkhhrhkhkhk *hkhkhkhhrkx%k
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HepO04 CATACCGTCGAAAGCTG

HepO05 CATACCGTCGAAAGCTG
HepO1l CATACCGTCGAAAGCTG
Hepatozoon sp Varanus scalaris CATACCGTCGAAAGCTG
Hepatozoon sp Boiga C————- GTCGAAAGCTG
Hepatozoon ayorgbor CTTACCGTCGAAAGCTG
Hepatozoon sp Squirrel CTTACCGTCGAAAGCTG
Hepatozoon sp BV1 CTTACCGTCGAAAGCTG
Hep02 CATACCGTCGAAAGCTG
HepO3 CATACCGTCGAAAGCTG
Hepatozoon sp DG1 CATACCGTCGAAAGCTG
Hepatozoon sp European pine ma CATACCGTCGAAAGCTG
Hepatozoon catesbianae TATACCGTCGAAAGCTG

*kk kK Kk kK kkk

Figura 15. Alinhamento multiplo das sequéncias obtidas atraves da amplificacdo de uma regido do
18S rDNA pela PCR, utilizando-se os oligonucleotideos HepF300/Hep900, realizado pelo
programa CLUSTAL X (1.8). Os nucleotideos marcados representam pontos de muta¢do dos sitios
polimorficos das amostras em estudo.

A analise da arvore filogeneética, relacionada a tal fragmento, apontou a separacdo de Hepl
(Gamontes 1), Hep4 (Gamontes 4) e Hep5 (Gamontes 5) em um ramo, formando um grupo robusto
com alto valor de bootstrap (99%). Tal arvore demonstra também, as relacfes filogenéticas entre os
isolados em questdo e os de outras hemogregarinas disponiveis no GenBank (Figura 16). A comparacao
com tais sequéncias apontou um alto indice de similaridade com Hepatozoon sp. de Varanus scalaris,
bem como a monofilia desse grupo com a espécie de Hepatozoon parasita do varanideo em questao.

As sequéncias das hemogregarinas encontradas em Hep2 (Gamontes 2) e Hep3 (Gamontes 3)
mostraram-se claramente distinta das demais. Tais sequéncias demonstraram alto indice de similaridade

com Hepatozoon ayorgbor, bem como com Hepatozoon sp. DG1.

67



g3 — Hep04

% ——— Hep05
% L Hepo1
52 Hepatozoon sp Varanus scalaris
| — Hepatozoon ayorgbor
o ol — Hepatozoon sp Boiga
3 Hepatozoon sp Squirrel
64 Hepatozoon sp BV1
Hep02
100 “— Hep03
Hepatozoon sp DG1
54 Hepatozoon sp European pine ma
Hepatozoon cateshianae
A

0.005

Figura 16. Arvore de Neighbor-Joining baseada no gene 18S rDNA de Hepatozoon spp.,
relacionados as sequéncias obtidas com a utilizacdo dos oligonucleotideos HepF300/Hep900.
Numeros nos nos indicam valores de bootstrap sobre 1000 réplicas. Escala indica a distancia
evolucionaria de 0.005 nucleotideos por posicdo na sequéncia.
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- Oligonucleotideos HEMO1/ HEMO2

Para a padronizacdo da reacdo da PCR usando os oligonucleotideos HEMO1 e HEMO2,
também foram realizados testes de concentragdo de reagentes e gradiente de temperatura de
anelamento, baseando-se no perfil de ciclo proposto em literatura (Tabela 2), com sucesso na
amplificacdo do fragmento desejado (Tabela 3), para os cinco gamontes (Figura 17), nas condicdes: 2,5
ul de Tampdo, 1,75 ul de MgCl,, 0,5 ul de dNTPs, 0,75 ul de oligonucleotideos (F/R), 0,3 ul de Taq
DNA Polymerase e 1 ul de DNA.

— -1000 pb

Figura 17. Visualizacdo em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR do
gene 18S rRNA de Hepatozoon spp. amplificados utilizando-se os
oligonucleotideos HEMO1/HEMO?2. Pogos 1- 5: Gamontes 1 — 5; NO:
controle negativo; PM: Marcador de Peso Molecular (1kb). Seta indica
fragmento amplificado de 1000 pb.
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O sequenciamento dessas cinco amostras obteve fragmentos de 879 pb, cujo alinhamento,
obtido utilizando-se o programa CLUSTAL X, apontou 117 posi¢Ges informativas, distribuidas por
toda a extensdo do fragmento, sendo que 11 pontos de mutac¢des dos sitios polimorficos, diferenciam o
isolado 3 (Hep3) das demais amostras, que se mostraram idénticas. Dentre tais mutacfes, foram

identificadas 8 transi¢des e 3 transversdes (Figura 18).

HepO1l CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hep02 CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
HepO04 CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hep05 CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hepatozoon sp BV1 CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hepatozoon sp squirrel CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hepatozoon ayorgbor CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hepatozoon sp Boiga CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
HepO3 CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hepatozoon sp DGl CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hepatozoon sp European pine ma CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG
Hepatozoon catesbianae CAGTTGGGGGCATTTGTATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTG

KAKAAKKA AR A A A A A AR A A hhAhhd *Ahk kA dhhkhhhhk Ak A Ak ddkhkdhk kA% %
HepO1l TTAAAGACATACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
HepO02 TTAAAGACACACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
HepO04 TTAAAGACA_ACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
Hep05 TTAAAGACATACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
Hepatozoon sp BV1 TTAAAGACATACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
Hepatozoon sp squirrel TTAAAGACATACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
Hepatozoon ayorgbor TTAAAGACATACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
Hepatozoon sp Boiga TTAAAGCCATACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
HepO03 TTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
Hepatozoon sp DG1 TTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC
Hepatozoon sp European pine ma TTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGTCAAAGATGTTTTCATTAATC
Hepatozoon catesbianae TTAAAGACAAACTATTGCGAAAGCATTTGCCAAAGATGTTTTCATTAATC

hhkAkAkAKx kK hhkhkhk AAkhAKxkhkkhkhkhkhhhhk, *hkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhkhxk%k
HepO1 AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hep02 AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
HepO04 AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hep05 AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hepatozoon sp BV1 AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hepatozoon sp squirrel AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hepatozoon ayorgbor AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hepatozoon sp Boiga AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
HepO03 AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hepatozoon sp DGl AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hepatozoon sp European pine ma AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
Hepatozoon catesbianae AAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATTAGATACCGTCGTAGTCTTA
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ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATGAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATGAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATGAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATGAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTT-TAAACGACTC
ACTATAAACTATGCCTACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATAAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATAAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATAAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTAATAAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTTATAAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGGAGGTCGTCTTAATAAACGACTC
ACTATAAACTATGCCGACTAGAGATTGAAGGTCGTCTTAATAAACGACTC
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CTTCAGCACCTTACAAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACAAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACAAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACAAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTGTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTACGAGAAATCAAAGTCTTTAGGTTCTGGGGGGAGTATG
CTTCAGCACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATG

khkkkkkkkkkkkkx khkhkkhkhkhkhkkhkhkkhk *hxkk Kkhkhkhkhkhkhkrhkkkhkkhkkhkkkhx

GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTGGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATGGACGGAGAGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT
GTCGCAACGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGCGT

kk khkkk khkkhkkkhkhkrkhkkkkhkhkhkkhkrkkx Kk kkkk *kkkkkkhkhkhkkhkkkk*k

GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCGG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCGG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCGG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCGG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCAG
GGAGCCCGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCAG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCAG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAATTTACCAGGTCCAG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCAG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCAG
GGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTCACCAGGTCCAG
GGATCCTGCTGCTTAATTTGACTCAACACCGGAAAACTCACTACGTCTCA
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ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATGGACAGATGGACAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGACAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTAATTCTATGG
ACATAG----AAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTAATTTTATGG
GTACATTCCTAATGGATTGACTTATTGATCTCTCTCTCTTACTTCTATGG
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GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCGGTTCTTAGTTGGTGGAGGGGATTGGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG-ATTTGTCTGGTTAA
GTGGTGGTGCATGGCCGCTCTTAGTTTGTGGA-TG-ATTGTCCTGGTTAA
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TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAACTTGCTAAATAGGGTTAAAAACATT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAACTTGCTAAATAGGGTTAAAAACATT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAACTTGCTAAATAGGGTTAAAAACATT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAACTTGCTAAATAGGGTTAAAAACATT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAAC TGCTAAATAGGGTTAAAAACTTT
TTCCGTTAACGAACGGAGACCTTAAC  TGCTAAATAGGGTCACACACTTT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAAC TGCTAAATAGGGTTAAAAACTTT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAAC TGCTAAATAGGGTTAA----TTT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAAC TGCTAAATAGGGTTAAAAACTTT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAAC TGCTAAATAGGGTTAAAAACTTT
TTCCGTTAACGAACG-AGACCTTAAC TGCTAAATAGGGTGAAAAGCTTT
TTCAGTTAACGAACG-ACACCTTAACI  TGCTAAATAGGGTTAAAAACTTT

khkk khkkkkhkkhkkhkhkhkhkk Kk Kkhkkhkhkhkhkrk Kkhkkkhkkkhkrkrkkkkk K * %

TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
GGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTTTAACGCAAGGTAA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTAAAATTACTTCTTAGAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
TGTTTTTAAATTACTTCTTAAAAGGACTTTGCGTGTCTAACGCAAGG-AA
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GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCAC

KA A KKK AR A A A A AR KR AR A A A A KA A AR AR A AR I A A A AR AR A A A A ARk,

GCGCGCTACAATGATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGC  GATAAG
GCGCGCTACAATGATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGC  GATAAG
GCGCGCTACAATGATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGCC  GATAAG
GCGCGCTACAATGATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGC GATAAG
GCGCGCTACAATAATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGCTGGTAGG
GCGCGCTACAATAATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGCTAATAGG
GCGCGCTACAATAATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGCTGGTAAG
GCGCGCTACAATGATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGCTGGTAAG
GCGCGCTACAATGATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGGCTGGTAAGTT
GCGCGCTACAATGATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTAGCTGGTAAG! T
GCGCGCTACAATGATGCATCCAACAAGTTTATAACCTTGACTGATAAGTT
GCGCGCTACATTGATGCATCTAACAAGTTTATAACCTTAGCTGATAAGC T

khkhkhkhkhkhkkhkkhk Kk khkhkhkkhkkhk khhkhkrkhkkkkhkhkhkhkhkrxkk*k * **x ok  *
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TAGGTAATCTTTTGAATGTGCATTGTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCATTGTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCATTGTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCATTGTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCATTGTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCATTGTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCATTGTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCATTGTGATAGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCAT GTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAATGTGCAT GTGATGGGGATAGATTATTGTAATTA
TGGGTAATCTTTTGAATGTGCAT GTGATAGGGATAGATTATTGTAATTA
TAGGTAATCTTTTGAGTGCGCAT  GTAATGGGGATAAATTATTGTAATTA
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TTAATCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAATCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAATCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAATCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAGTCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAGTCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATTAGCTTGCGCT
TTAGTCTTCAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAATCTTTAACGAGG--TGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAATCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAATCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
TTAATCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGTGCT
TTAATCTTTAACGAGGAATGCCTAGTAGGCGCAAGTCATCAGCTTGCGCT
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GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGA
GATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCTTACCGATTGA
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GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAGCAGTATTTGTATTAGA
GTGATCCGGTAAATTATTTAGACTGTATTTATAACAGTTTATGTGTTAAA
GTGATCCGGTAAATTATTTCGACTGTATTTATAGCAGTAATTGTATTAAA
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TATAGAAAGTTTTGTGAACCTTATCACTTAAAGGAA
TATAGAAAGTTTTGTGAACCTTATCACTTAAAGGAA
TATAGAAAGTTTTGTGAACCTTATCACTTAAAGGAA
TATAGAAAGTTTTGTGAACCTTATCACTTAAAGGAA
TATAGAAAGTTTTG-AAATCTTATCACTTAGACGAA
TATAGAAAGTTTTGTAAATCTTATCACTTAGAC---
TATAGAAAGTTTTGTAAATCTTATCACTTAGAGGAA
TATAGAAAGTTTTGTAAATCTTATTACTTAGACGAA
TATAGAAAGTTTTGTGAACCTTATCACTTAAAGGAA
TATAGAAAGTTTTGTAAACCTTATCACTTAGACGAA

Hepatozoon sp European pine ma TA-AGAAAGTTTTGTAAATCTTATCACTTAGACGAA
Hepatozoon catesbianae TATAGAAAGTTTTGTAAATCTTATCACTTAGAGGAA
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Figura 18. Alinhamento multiplo das sequéncias obtidas através da amplificacdo de uma regido
do 18S rDNA pela PCR, utilizando-se os oligonucleotideos HEMO1/HEMO?2, realizado pelo
programa CLUSTAL X (1.8). Os nucleotideos marcados representam pontos de mutacdo dos
sitios polimdrficos das amostras em estudo.

A andlise da arvore filogenética apontou que, com relagdo ao fragmento estudado, Hep3
(Gamontes 3) se encontra distante filogeneticamente de Hepl (Gamontes 1), Hep2 (Gamontes 2), Hep4
(Gamontes 4) e Hep5 (Gamontes 5), que se mostraram idénticos, apesar de suas diferencas
morfoldgicas e que formaram um grupo robusto com alto valor de bootstrap (100%). Tal arvore
também demonstra as relagcdes filogenéticas entre os isolados em questdio e o0s de outras

hemogregarinas disponiveis no GenBank (Figura 19), cuja comparacdo apontou, para tais amostras,
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alto indice de similaridade com Hepatozoon sp. Boiga, bem como a monofilia deste grupo com a
espécie de Hepatozoon parasita da serpente em questdo (Boiga sp.).

A sequéncia de Hep3 foi Unica e claramente distinta das amplificadas dos demais espécimes.
Essa sequéncia demonstrou alto indice de similaridade com Hepatozoon sp. DG1, bem como com H.

ayorghbor.

Hep01
100 | Hep02
Hep04
%8 Hep05

Hepatozoon sp Boiga

2| 2 Hepatozoon ayorghor

Hepatozoon sp BV1
81

Hepatozoon sp squirrel

— Hep03

— Hepatozoon sp DG1

Hepatozoon sp European pine ma

Hepatozoon cateshianae

o
0.005

Figura 19. Arvore de Neighbor-Joining baseada no gene 18S rDNA de Hepatozoon spp.,
relacionados as sequéncias obtidas com a utilizacdo dos oligonucleotideos HEMO1/HEMO?2.
Numeros nos nos indicam valores de bootstrap sobre 1000 réplicas. Escala indica a distancia
evolucionaria de 0.005 nucleotideos por posi¢éo na sequéncia.
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As sequéncias das cinco amostras (Hepl, Hep2, Hep3, Hep4 e Hep5) obtidas pela utilizagdo dos
pares de oligonucleotideos HEMO1/HEMO2 e HepF300/Hep900, também foram analisadas em
associacdo, resultando em um fragmento de 1395pb, cujo alinhamento obtido, utilizando-se o programa
CLUSTAL X, apontou 186 posi¢oes informativas, distribuidas por toda sua extensdo, demonstrando 29
pontos de mutacGes dos sitios polimorficos, dentre estes, identificadas 19 transicdes e 10 transversoes.

A andlise da arvore filogenética, relacionada a associacao destes dois fragmentos, apontou todas
as amostras como sendo um grupo monofilético, composto por subgrupos. Um primeiro, que agrupou
0s Gamontes 1, 4 e 5 (Hepl, Hep4 e Hep5) em um ramo robusto, com alto valor de bootstrap (99%),
outro, separando este primeiro dos Gamontes 2 (Hep2) (73% bootstrap), e um terceiro, separando 0s
Gamontes 3 (Hep3) (75% bootstrap) dos demais subgrupos. Essa arvore demonstra também, as
relagdes filogenéticas entre os isolados em questdo e os de outras hemogregarinas disponiveis no
GenBank (Figura 20). Essa comparacgdo sugere uma proximidade filogenética desse grupo monofilético

com Hepatozoon sp. Boiga e com H. ayorghbor.
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Figura 20. Arvore de Neighbor-Joining baseada no gene 18S rDNA de Hepatozoon spp.,
relacionados as sequéncias obtidas com a associagdo dos oligonucleotideos HEMO1/HEMO?2 e
HepF300/900. Numeros nos ndés indicam valores de bootstrap sobre 1000 réplicas. Escala indica a
distancia evolucionaria de 0.005 nucleotideos por posi¢éo na sequéncia.
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Tabela 7. Espécies de Hepatozoon utilizadas para construgdo da arvore filogenética, seus respectivos

numeros de acesso do GenBank e hospedeiros intermediarios.

NUmero de acesso

Espécies Hospedeiros intermediarios

do GenBank
Hepatozoon sp. AY252108 Varanideo australiano
Varanus scalaris
Hepatozoon EF157822 Serpente (Pyton regius)
ayorghbor
Hepatozoon sp. AF297085 Serpente (Boiga sp.)
Boiga
Hep_atozoon sp. EF222259 Esquilo
Squirrel
g{e/qatozoon Sp. AY600626 Roedor (Clethrionomys glareolus)
ggplc’:ltozoon Sp. FJ719813 Marsupial Chileno (Dromiciops gliroides)
Hepatozoon sp. . .
European pine EF222257 Mamifero mustelideo
marten
Hepatozoon AF176837 Anuro (Rana catesbeiana)
catesbianae
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Discussao

Os espécimes de C. durissus terrificus sdo parasitados por, aparentemente, uma grande
variedade de gamontes de Hepatozoon spp. Alguns individuos estavam infectados por até cinco formas,
morfologica e morfometricamente, diferentes entre si (O’Dwyer et al., 2004b). Moco et al., (2002)
levantaram a hipotese de que através de estudos morfoldgicos e morfométricos mais detalhados fosse
possivel separar espécies de Hepatozoon de serpentes. Contudo, os dados obtidos apontaram a
necessidade de se lancar méo de técnicas moleculares para tal propdsito.

No presente estudo, quando os gamontes foram analisados morfologicamente, das cinco formas
parasitérias visualizadas, os Gamontes 1, 4 e 5 se apresentaram mais semelhantes entre si, com exce¢édo
de seus nucleos. Esses gamontes s@o grandes e largos, com citoplasma claro e extremidades abauladas.
Ja os Gamontes 2 e 3 sdo visivelmente distintos, tanto entre si, como em relacdo aos demais. Ambos
possuem uma extremidade mais larga e outra afilada, mas se diferenciam pela coloracdo do citoplasma,
mais basofilico no Gamonte 3. Assim, a analise morfoldgica apontou trés grupos distintos de gamontes.

Com relacéo a caracterizacdo morfométrica, estudando separadamente cada uma das variaveis,
notamos que os Gamontes 1, 4 e 5, embora sejam morfologicamente semelhantes, possuem algumas
variaveis distintas entre si, tanto relacionadas ao parasita, como ao seu nucleo. Assim, os trés gamontes
possuem comprimentos distintos, sendo que o Gamonte 1 possui maior comprimento e maior largura
do nucleo, se comparado aos demais, sendo 0 Gamonte 5 0 menor deles em comprimento. Com relagao
as suas areas, 0 Gamonte 5 € ligeiramente menor do que os Gamontes 1 e 4. Por outro lado, nos
Gamontes 2 e 3, morfologicamente distintos, quatro das seis varidveis analisadas ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre si. O Gamonte 2 possui maior area do nucleo, bem como maior largura do
nacleo com relacdo ao Gamonte 3. De acordo com Ball (1970), os gamontes de uma mesma espécie
podem apresentar pequenas alteracdes, dependendo do hospedeiro, 0 que poderia justificar as
diferencas morfométricas entre os Gamontes 1, 4 e 5.

Apesar do apontado pela analise morfoldgica, o resultado da analise multivariada dos
componentes de comparacdo entre 0s gamontes, também sugeriu a existéncia de trés populagdes de
parasitas, embora tenham revelado muitas sobreposi¢cdes entre seus elementos e essas trés populagdes
tenham sido agrupadas diferentemente das apontadas pela morfologia. Aqui, uma primeira populagao

foi formada por elementos correspondentes aos Gamontes 1, parasitas do exemplar Cdt136, outra, onde
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se mesclam elementos correspondentes aos Gamontes 2 e 3, parasitas dos exemplares Cdt137 e Cdt157,
respectivamente, e uma terceira, onde estdo representados os Gamontes 4 e 5, parasitas dos exemplares
Cdt176 e Cdt177, respectivamente. Assim, a morfometria ndo pode ser tida como pardmetro unico para
diferenciar as espécies desses parasitas, e sim como ferramenta adicional ao estudo da diferenciacéo de
Hepatozoon spp. em serpentes, como também sugeriram Moco et al. (2002, 2011).

Moco et al. (2002) observaram, também em um exemplar de C. durissus terrificus, gamontes
que apresentavam corpo afilado e alongado, citoplasma claro, sem granulages e nucleo denso e
homogéneo, localizado centralmente ou ligeiramente deslocado para uma das extremidades, distintos
dos aqui encontrados, bem como dos descritos em literatura, para essa espécie de serpente, podendo
representar uma outra espécie de Hepatozoon.

Uma pequena espécie de Hepatozoon, também de C. durissus terrificus, foi descrita por
O’Dwyer et al. (2004a). Seus gamontes possuiam dimensdes muito menores dos que 0s usuais, com
citoplasma claro, sem granulacdes e nlcleo grande ocupando boa parte do citoplasma.

O’Dwyer et al. (2011) descreveram, em trés exemplares de C. durissus terrificus, trés espécies
de Hepatozoon, uma das quais, muito parecidas com os Gamontes 1, 4 e 5, aqui descritos (gamontes
grandes e largos, com citoplasma claro e extremidades abauladas).

Gamontes de dimensdes e morfologia muito parecidas com alguns dos encontrados no presente
estudo, todos parasitas de C. durissus terrificus, também foram descritos por Moco et al. (2011). Um,
semelhante aos Gamontes 2 e 3 deste estudo, com uma extremidade afilada e apenas sutis diferencas
quanto ao formato dos nucleos e coloracdo do citoplasma (intermediaria entre 2 e 3); outros,
semelhantes aos Gamontes 1, 4 e 5 deste estudo.

Formas parecidas com os gamontes 1, 4 e 5 também foram descritas parasitando outras espécies
de serpentes (Pessoa, 1967a,b,c, 1968; Pessoa e Cavalheiro, 1969). Fato que reitera a hipGtese de
Hepatozoon spp. possuirem baixa especificidade aos hospedeiros vertebrados (Smith, 1996).

Com relacdo as alteracdes induzidas pelos gamontes nos eritrocitos, todos os cinco alteraram as
hemaécias parasitadas em pelo menos cinco das seis variaveis analisadas, sendo que, duas (Gamontes 2
e 3), das cinco formas, alteraram todas as variaveis. Fato corroborado pela anélise multivariada dos
componentes de comparacdo entre hemacias parasitadas e ndo parasitadas, que apontou a separacao

(em diferentes niveis) entre esses grupos em todos 0s casos, sugerindo ndo deformagdes, como ocorre

80



nos eritrécitos parasitados por Hepatozoon fusifex de Boa constrictor (Ball et al., 1969), mas apenas
alteracdes provocadas pelos parasitas, nas heméacias que os albergavam.

Em muitos artigos nos quais se descreveram gamontes morfologicamente semelhantes aos
encontrados neste estudo (Pessoa, 1967a,b,c, 1968; Pessoa ¢ Cavalheiro, 1969; O’Dwyer et al., 2011;
Moco et al., 2011), também foram detectadas alteracGes nos eritrocitos infectados, mesmo que em
niveis distintos. Entretanto, raros sdo os dados disponiveis em literatura que relacionem tais alteracdes
com possiveis alteracbes patoldgicas. Wozniak et al. (1994a) descreveram uma espécie de
hemogregarina que infecta serpentes, cujos gamontes provocavam hipertrofia eritrocitica e
dehemoglobinacdo, mas ndo observaram evidéncias de processos inflamatérios associados com a
presenca dos merontes. Miyamoto e Mello (2007) observaram que infeccdo por Hepatozoon sp.
acelerou a destruicdo de eritrécitos infectados e ndo infectados. Estas altera¢cdes nas hemacias poderiam
levar a anemia e consequentemente, a doenca nas serpentes. Ndés observamos morte de algumas
serpentes infectadas, algumas com alta parasitemia, sem causa aparente. Desta forma, estudos mais
aprofundados devem ser conduzidos, no futuro, para verificarmos o potencial patogénico de
Hepatozoon spp. para serpentes.

Mogo et al. (2011) conduziram estudos moleculares com Hepatozoon spp. de C. durissus
terrificus utilizando os oligonucleotideos HepF/HepR (Inokuma et al., 2002) e PiroAl/PiroB (Jefferies
et al., 2003), que amplificaram regides do gene 18S rDNA, mas que se mostraram incapazes de
diferenciar espécies de Hepatozoon das serpentes em questdo. Assim, no presente estudo, foram
testados outros oligonucleotideos, alguns que amplificassem outras regides e outros que amplificaram
regides do gene 18S rDNA, a fim de conseguir sequéncias que apontassem diferencas entre esses
parasitas.

Apesar de Smith et al. (1999) terem tido sucesso ao inferir relacfes filogenéticas de espécies de
Hepatozoon de serpentes e rds do Canada, utilizando os oligonucleotideos 18S e 5.8S, 0s mesmos nao
se mostraram eficientes na caracterizagdo molecular de Hepatozoon spp., amplificando fragmentos
inespecificos. O motivo do fracasso €, por hora, desconhecido, mas pode estar relacionado as
diferencas gendmicas entre as amostras, j& que sdo oriundas de regides geogréaficas distintas e 0s
oligonucleotideos em questdo foram desenhados especificamente para amplificar a regido 1TS-1 de

serpentes e anfibios de Ontéario, Canada.
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A caracterizacdo molecular de Hepatozoon spp. utilizando-se os oligonucleotideos ITS5 e ITS4
(White et al., 1990), “universais”, que amplificam as regides ITS-1, 5.8S e ITS-2, também foi falha e o
motivo de tal fato também €, por hora, desconhecido, mesmo porque tais oligonucleotideos tém sido
utilizados, principalmente, para a caracterizacdo molecular de algumas espécies de fungos, ndo
existindo, na literatura cientifica, dados sobre tentativas de sequenciamento dessas regides gendmicas
de Hepatozoon spp. de serpentes.

Mathew et al. (2000) obtiveram sucesso nas inferéncias filogenéticas de Hepatozoon spp.
parasitas de cdes e anfibios, utilizando os oligonucleotideo desenhados por Medlin et al. (1988),
Wozniak et al. (1994b) e outros, entre eles 4558/2733, 4374/2733 e 4558/4559, desenhados para
amplificar regides de gene 18S rDNA. Com relacdo ao presente estudo e a caracterizacdo molecular de
Hepatozoon spp. utilizando-se os oligonucleotideos 4558 e 2733 (G), as Unicas amostras em que foram
amplificados os fragmentos desejados foram as correspondentes aos Gamontes 2 e 3, cujos
sequenciamentos apresentaram muitos pontos falhos, obrigando-nos a sobrepor as sequéncias
originadas por tais oligonucleotideos e as originadas pelos oligonucleotideos 4374/ 2733 (M), internos
aos anteriores, que amplificaram as cinco amostras, mas apenas 2 e 3 correspondiam ao fragmento
desejado. A andlise da arvore filogenetica gerada apontou tais oligonucleotideos como ineficientes para
tal propdsito, ja que, além de amplificar fragmentos inespecificos, ndo apontou diferencgas relevantes
(apesar do grande tamanho do fragmento sequenciado) entre as amostras citadas, embora
morfologicamente, estas sejam distintas.

Os oligonucleotideos 4558 e 4559 (P), também internos aos 4558 e 2733 (G), foram
considerados, assim como os supracitados, ineficientes na caracterizacdo molecular de Hepatozoon spp.
das serpentes em questdo, ja que as unicas amostras sequencidveis (2, 3 e 5) também amplificaram
fragmentos inespecificos.

Com relagdo a sequéncia gerada pelo uso dos oligonucleotideos HepF300/900 (Ujvari et al.,
2004), a arvore filogenética apontou a separacdo de dois grupos robustos e muito distantes
filogeneticamente. Um ramo que agrupou os Gamontes 1, 4 e 5, formando um grupo monofilético com
Hepatozoon sp. de V. scalaris e filogeneticamente muito préximo a outro, em que se encontram
espécies descritas como parasitas de serpentes e mamiferos de regiGes geograficas distintas da regido
onde foi realizado nosso estudo. Outro ramo, agrupou 0s Gamontes 2 e 3, proximos a Hepatozoon sp.

DG1, parasita do marsupial chileno Dromiciops gliroides. Tais resultados, embora, no caso dos
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Gamontes 1, 4 e 5 coincidam com nossos achados morfologicos e morfométricos, ndo nos parecem
ideais, ja que, além da separacdo sutil entre as amostras 2 e 3, morfologicamente distintas, distanciaram
tais grupos, que teoricamente, por habitarem a mesma regido geografica e parasitarem uma mesma
espécie de serpente, deveriam estar mais proximos.

Analisando a sequéncia gerada pela utilizacdo dos oligonucleotideos HEMO1 e HEMO2
(Perkins e Keller, 2001), os resultados também n&o foram considerados ideais, ja que a anélise de sua
arvore filogenética apontou a separacdo do Gamonte 3 dos demais, que se mostraram idénticos (apesar
das diferengas apontadas pelas demais analises), bem como a grande distancia filogenética entre os
Gamontes 2 e 3, que segundo as analises morfoldgicas e morfométricas, teriam grande probabilidade de
aparecerem mais proximas. Mais uma observacdo que corrobora as nossas suspeitas com relacdo a
estes resultados: assim como nos resultados anteriores, as relagcdes filogenéticas apontadas nao
condizem com as relagdes bioldgicas e geograficas naturalmente encontradas, distanciando espécies,
que teoricamente, deveriam estar mais proximas.

Também utilizando os oligonucleotideos HEMO1 e HEMO?2, Telford et al. (2004, 2005)
obtiveram sucesso em inferir as relacdes filogenéticas de isolados de hemogregarinas de serpentes da
Florida, bem como, descreveram uma nova espécie de Hepatozoon parasita de Coluber constrictor
priapus e Thamnophis sauritus sackenii.

J4, no presente estudo, devido aos resultados obtidos, decidimos langcar mao da associagdo das
sequéncias originadas a partir dos pares de oligonucleotideos HepF300/900 e HEMO1/HEMO2, como
ja realizado por Harris et al. (2011) e Maia et al. (2011), que obtiveram sucesso em tal associa¢do, para
inferir relagdes filogeneéticas entre Hepatozoon spp. de serpentes.

A andlise dessa nova arvore filogenética apontou todos 0s gamontes como sendo um grupo
monofilético, composto por subgrupos: um primeiro, que agrupou os Gamontes 1, 4 e 5 em um ramo
robusto; outro, separando este primeiro dos Gamontes 2; e um terceiro, separando os demais subgrupos
dos Gamontes 3, sugerindo também, uma proximidade filogenética deste grupo com parasitas de outras
espécies de serpentes. Tais resultados sim, nos pareceram mais confiaveis, hipdtese esta, sustentada
pela estrita relacdo entre esses dados moleculares e nossos achados morfologicos e morfométricos.
Além do que, as relagbes filogenéticas entre tais isolados, refletiriam relacfes naturais mais proximas
das reais, com a proximidade entre espécies de uma mesma regido geogréfica e entre espécies animais
relacionadas.
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Embora vérios trabalhos sobre caracterizacdo molecular de Hepatozoon spp. também tenham
incluido dados morfoldgicos e morfométricos das fases esporogénicas ou até merogdnicas do parasita,
no presente estudo, a incluséo de tais dados néo foi possivel, ja que os exemplares de serpentes eleitos
vieram a 0Obito no decorrer do experimento, antes mesmo do estabelecimento de matrizes (vidveis) de
colbnias de vetores que seriam utilizadas na infeccdo experimental. Tal fato, provavelmente, ndo
comprometeu nossos resultados j& que, os estagios esporogdnicos e esquizogodnicos de diferentes
espécies de Hepatozoon sdao muito semelhantes (Pessoa et al., 1970a,b,c, 1971a,b, 1974a,b; Pessoa e De
Biasi, 1972, 1973a,b, 1974) e os oocistos de uma mesma espécie, além de ndo apresentarem uma
sincronia no desenvolvimento, tém dimensdes muito variadas, quando maduros. Assim, tais medidas
teriam pouco valor taxonémico (Desser et al., 1995; Moco et al., 2011).

Podemos inferir, assim, que trabalhamos, provavelmente, com trés espécies de Hepatozoon:
uma, que compreende os Gamontes 1, 4 e 5, outra que inclui os Gamontes 2, e uma ultima,
representada, aqui, pelos Gamontes 3. Estas duas Ultimas, embora estejam agrupadas pela analise
morfométrica, pela analise molecular se separam por uma distancia evolutiva bem superior a distancia
entre duas espeécies ja descritas, no caso Hepatozoon. sp. Boiga e H. ayorgbor, justificando assim sua
separacdo em espécies distintas.

Apesar do sucesso na separacdo das espécies em questdo, nomeacgdes de novas espécies nao se
justificam (como o ocorrido no estudo conduzido por Ujvari et al., 2004), por falta de mais dados
bioldgicos e epidemioldgicos para uma caracterizacdo completa de tais protozoérios.

Provavelmente, utilizando associacdes de oligonucleotideos, incluindo, principalmente, os que
amplifiqguem regides com conservadorismo intermediario como ITS-1 e ITS-2 (Navajas et al., 1999), a
exemplo dos utilizados por Boulianne et al. (2007), associados as analises morfoldgicas e
morfométricas, tanto da fase sanguinea, como das fases esporogdnica e merogonica, aliados a estudos
sobre capacidade vetorial de diferentes espécies, poderemos apurar cada vez mais a caracterizagdo de
tais parasitas, tentando elucidar as questdes filogenéticas, tendo em vista toda problematica com

relacdo a taxonomia e as rela¢fes epidemioldgicas de Hepatozoon spp. de serpentes.
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Conclustes Gerais

O estudo realizado com Hepatozoon spp. de serpentes brasileiras, a partir da

metodologia empregada, nos permitiu concluir que:

1-

3-

Dentre os sete pares de oligonucleotidoes testados, apenas HepF300/Hep900
e HEMO1/HEMO2 foram eficientes na amplificagio de fragmentos
esperados e na caracterizacdo molecular de Hepatozoon spp. das serpentes

em questao.

Somente pela associacdo dos fragmentos gerados pelos pares
oligonucleotideos HepF300/Hep900 e HEMO1/HEMO?2, em somatério com
as andlises morfoldgicas e morfométricas, pudemos sugerir que estamos

trabalhando com trés espécies de Hepatozoon.

As trés espécies sugeridas provocam alteracdes nos eritrocitos
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