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RESUMO

Espécies do género Hepatozoon incluem um grupo diverso de parasitas com mais de 340
espécies descritas em anfibios, répteis, aves e mamiferos. A hepatozoonose canina ¢ uma
hemoparasitose transmitida por carrapatos relatada em diversas regides do mundo e pode estar
relacionada as espécies Hepatozoon canis e Hepatozoon americanum. Em nosso pais,
diferentes estudos demonstraram que H. canis ¢ a espécie envolvida na infec¢do dos cdes e os
relatos sdo comuns, principalmente, em 4reas rurais. Trabalhos previamente conduzidos
mostram que o vetor de H. canis em areas rurais do Brasil permanece desconhecido, o que
pode sugerir a existéncia de outros mecanismos de transmissdo, como a predacdo de
hospedeiros paraténicos. Assim, este trabalho teve como objetivo investigar a presenca de
Hepatozoon spp. em pequenos roedores silvestres capturados em fragmentos florestais nos
arredores de propriedades rurais do municipio de Botucatu, Sao Paulo, Brasil, onde o parasita
foi também estudado em caes domésticos. Foram analisadas 158 amostras sanguineas de caes,
pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) e pela técnica de extensdao de sangue periférico.
Amostras de sangue e tecidos de 67 roedores foram coletadas para pesquisa do parasita pela
técnica de extensdo sanguinea, histopatologia e também por diagndstico molecular. Os
resultados do presente estudo mostraram uma prevaléncia elevada de H. canis em caes de
areas rurais do municipio de Botucatu (66,45%). Além disso, as espécies de roedores
silvestres capturadas em fragmentos de florestas nas proximidades dessas areas rurais sdo
infectadas por Hepatozoon spp., porém, diferentes de H. canis. Adicionalmente, a observacao
de cistos monozoicos nos tecidos dos roedores examinados indicam que, além de atuarem
como hospedeiros intermedidrios, pequenos roedores silvestres podem atuar também como
hospedeiros paraténicos de Hepatozoon spp., ja que albergam nos tecidos formas infectantes

para hospedeiros intermediarios predadores.

Palavras-chave: Hepatozoon, transmissao, hospedeiros paraténicos, roedores silvestres, caes.
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ABSTRACT

Hepatozoon spp. belong to a diverse group of parasites with more than 340 species described
in amphibians, reptiles, birds and mammals. Canine hepatozoonosis is a tick-borne disease
reported throughout the world and can be related to Hepatozoon canis and Hepatozoon
americanum. In our country, previously studies have shown that H. canis is the species
involved in the infection of dogs and reports are common, especially in rural areas.
Hepatozoon canis vectors in rural areas of Brazil remain unknown, which might suggest the
existence of other transmission mechanisms, such as predation of paratenic hosts. Thus, this
study aimed to investigate the presence of Hepatozoon spp. in wild rodents trapped in forest
fragments surrounding rural areas of Botucatu, Sao Paulo, Brazil, where the prevalence of the
parasite was also studied in domestic dogs. In dogs, the study was conducted in 158 blood
samples using polymerase chain reaction (PCR) and peripheral blood extension technique.
Blood samples and tissues from 67 rodents were collected for parasite blood extension
technique, histopathology and for molecular diagnosis. The results showed a high prevalence
of H. canis in dogs from rural areas of Botucatu (66.45%). In addition, species of Brazilian
wild rodents are infected with Hepatozoon spp., other than H. canis. Additionally, the finding
of monozoics cysts in the examined rodents may indicate that, in addition to intermediate
hosts, small wild rodents may also act as paratenic hosts of Hepatozoon spp., because they

harbor infective stages for intermediate predators hosts.

Keywords: Hepatozoon, transmission, paratenic hosts, wild rodents, dogs.
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1. INTRODUCAO

Espécies do género Hepatozoon sao protozoarios do Filo Apicomplexa e de ciclo
heteroxeno obrigatorio. Uma variedade de vertebrados atuam como hospedeiros
intermediarios incluindo anfibios, répteis, aves e mamiferos (Smith, 1996; Baneth et al.,
2003).

O género exibe um ciclo de vida complexo, com desenvolvimento de grandes oocistos
poliesporocisticos no interior dos hospedeiros definitivos (piolhos, pulgas, carrapatos, acaros
mesostigmatas, triatomineos e mosquitos) (Desser, 1990; Smith, 1996; Baneth et al., 2007) e
transmissdo para o hospedeiro intermedidrio vertebrado geralmente ocorrendo pela ingestao
do hospedeiro invertebrado infectado (Smith, 1996). Apds a ingestdo, os esporozoitos
liberados dos oocistos invadem os tecidos do hospedeiro vertebrado, onde formam merontes
e/ou estagios cisticos (Johnson et al., 2008a). Apos ciclos merogdnicos, 0s merozoitos
formados invadem as células sanguineas (leucdcitos ou eritrocitos, dependendo da espécie de
parasita envolvida), onde se desenvolvem em gamontes (Figura 1) (Smith, 1996; Baneth et
al., 2007; O’Dwyer, 2011).

A hepatozoonose canina ¢ uma enfermidade transmitida por carrapatos que tem sido
relatada em diversas regides do mundo (Baneth, 2011; Vargas-Hernandez et al., 2012;
Giannelli et al., 2013; Aktas et al., 2015). Atualmente, existem duas espécies que infectam
caes, Hepatozoon canis e Hepatozon americanum. Uma doenca benigna ¢ a forma mais
comum de apresentagcdo na infeccdo por H. canis e frequentemente estd associada a baixas
parasitemias. Em contraste, a infeccdo por H. americanum ¢ debilitante e geralmente fatal
(Baneth, 2011). A caracterizagdo genética que vem sendo conduzida no Brasil demonstra que
H. canis ¢ o agente etiologico da hepatozoonose canina em nosso pais (Rubini et al., 2008;
O’Dwyer, 2011; de Miranda et al., 2014).

O carrapato marrom do cdo, Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.1.), ¢ considerado
o vetor biologico da enfermidade e seu papel na transmissdo do parasita foi evidenciado em
diferentes estudos (Baneth et al., 2007; Giannelli et al., 2013). No entanto, estudos
morfoldgicos e filogenéticos demonstraram evidéncias da existéncia de um complexo
chamado “R. sanguineus”, cujo nimero de espécies ainda ¢ incerto (Moraes-Filho et al.,

2011; Dantas-Torres e Otranto, 2015).
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Figura 1. Ciclo bioldégico de Hepatozoon canis (Fonte: O’Dwyer, 2011).

Esse fato pode explicar as diferencgas existentes quanto a competéncia vetorial de H.
canis entre populagdes de R. sanguineus s.1. Na Italia e em Israel, por exemplo, esse grupo de
carrapatos € reconhecido vetor da hepatozoonose canina (Baneth et al., 2007; Giannelli et al.,
2013). Por outro lado, na Hungria, alta prevaléncia de H. canis tem sido reportada em regides
livres de R. sanguineus s.l. (Hornok et al., 2013). Semelhantemente no Brasil, ¢ possivel que
as espécies do grupo R. sanguineus s.l. existentes ndo sejam vetoras de H. canis (Forlano et
al., 2005; Gomes et al., 2010; Demoner et al., 2013).

Em nosso pais, os estudos epidemiologicos tém demonstrado que as infecgdes por H.
canis sdo prevalentes em areas rurais (O 'Dwyer et al., 2001; Rubini et al., 2008; de Miranda et
al., 2014), onde os caes sao infestados por diferentes espécies de ixodideos, incluindo R.
sanguineus s.l., Rhipicephalus microplus e espécies do género Amblyomma (Labruna e
Campos Pereira, 2001; Ferreira et al., 2013).

No Japao, oocistos de H. canis foi relatado em carrapatos Haemaphysalis sp. (Murata
et al.,, 1995). Adicionalmente, no Brasil, R. microplus e Amblyomma ovale t€m sido
considerados como potenciais vetores do hemoparasita (Rubini et al., 2009; de Miranda et al.,
2011). No entanto, R. microplus ¢ um carrapato monoxeno ¢ infesta preferencialmente

bovinos (Gonzales, 1974; Machado et al., 2014). Além do mais, normalmente, somente o
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estagio adulto de A. ovale ¢ encontrado parasitando caes, e assim, a infec¢do e a transmissao
de H. canis parecem ocorrer apenas na fase adulta (Forlano et al., 2005; Labruna et al., 2005;
Rubini et al., 2009). Sabe-se que transmissao transovariana ndo ocorre em Hepatozoon spp. e,
portanto, € possivel que estas espécies de carrapato tenham pouca relevancia na transmissao
do parasita, pois fémeas apds o ingurgitamento ndo voltam a se alimentar (Demoner et al.,
2013).

Apesar da ingestdo de oocistos esporulados ser a principal forma de transmissdo de
Hepatozoon spp. para o hospedeiro intermedidrio vertebrado, o ciclo bioldgico alternativo de
algumas espécies podem incluir mais de um hospedeiro intermedidrio, o qual atua também
como hospedeiro paraténico, que demonstra nos tecidos uma forma infectante quiescente, os
cistozoitos. Estas formas cisticas s3o comumente relatadas no ciclo biologico de espécies de
Hepatozoon que infectam anuros, lagartos e serpentes. Nesses casos, o hospedeiro
intermediario vertebrado se torna infectado ingerindo os cistozoitos presentes no hospedeiro
paraténico (Figura 2) (Smith, 1996; Viana et al., 2012; Pereira et al., 2013). A observacao de
cistos de Hepatozoon spp. em mamiferos vem sendo relatada (Desser, 1990; O’Dwyer et al.,
2004; Baneth et al., 2007), o que sugere cistozoitos como importante modo de transmissao
também neste grupo de animais.

No Canada, Desser (1990) observou em esquilos (Sciurus carolinensis) infectados
com Hepatozoon griseisciuri, além dos merontes, formas teciduais cisticas contendo
cistozoitos. Assim, o autor sugeriu que este parasita poderia ser transmitido tanto pela
ingestao de artropode infectado como por predagao.

Johnson et al. (2008a) conseguiram transmitir experimentalmente H. americanum a
pequenos roedores (Sigmodon hispidus, Mus musculus e Rattus novergicus), a partir de
oocistos recuperados de Amblyomma maculatum. Através de histopatologia, foi possivel
observar cistozoitos em diferentes tecidos. Os tecidos desses animais foram oferecidos a um
cdo suscetivel, e este apresentou gamontes circulantes 42 dias ap6s a exposi¢ao (Johnson et
al., 2008b). Estes resultados sugerem que roedores poderiam atuar como hospedeiros
paraténicos de H. americanum e ser potencial fonte de infec¢do a cdes domésticos.

Allen et al. (2011), ao realizarem estudo filogenético com Hepatozoon spp. de
diferentes espécies animais, observaram que as sequéncias analisadas sugeriram a existéncia
de um ciclo presa-predador, uma vez que, por exemplo, a sequéncia de Hepatozoon sp. de
serpentes era muito semelhante a de roedores e as sequéncias de coelhos eram muito proximas

as de carnivoros.
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Figura 2. Ciclo biologico de Hepatozoon caimani (dos Santos, 2014. Ilustragdo: Fabio Ricardo da Rosa). O
desenvolvimento esporogdnico de H. caimani ocorre em mosquitos Culex sp., nos quais o oocisto (Al) se
desenvolve e inicia esporulagio (A2), dando origem ao oocisto maduro (esporulado) (A3), contendo
esporozoitos infectantes (B) para os hospdeiros intermediarios ou paraténicos. O hospedeiro intermediario
(jacaré) se infecta ingerindo mosquitos infectados com oocistos esporulados, ocorrendo liberagdo dos
esporozoitos no trato digestivo, que em seguida atingem diversos 6rgdos (rim e figado, por exemplo) e se
diferenciam em merontes (D). Os merozoitos liberados dos merontes invadem os eritrocitos, onde se
desenvolvem em gamontes (intra e/ou extraeritrociticos) (E), que sdo as formas infectantes para o artropode
hematofago. Uma forma alternativa de transmisséo ocorre quando o hospedeiro intermediario se alimenta de

hospedeiros paraténicos infectados com formas cisticas (C1, C2, C3) de H. caimani.

Relatos de H. canis em espécies de canideos selvagens tém sido frequentes (Duscher
et al., 2013; Farkas et al., 2014). Sequéncias genéticas semelhantes as de H. canis foram
obtidas de raposas vermelhas (Vulpes vulpes) na Itilia e Croacia (Dezdek et al., 2010;
Gabrielli et al., 2010). Nao se sabe como ocorre a infec¢do, mas acredita-se que a predacao
seja um possivel mecanismo de transmissdo para estes animais.

Conforme o exposto, nota-se a necessidade de estudar caminhos alternativos de
infeccdo por H. canis em caes de areas rurais do Brasil, j& que o modo convencional de

transmissdo, ingestdo de carrapato vetor, ndo estd claramente elucidado. Ainda, caes de areas
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rurais tém acesso livre as dreas de matas e florestas e por esta razdo podem, eventualmente,
estar envolvidos na predagdo. Pesquisas com H. americanum demonstraram,
experimentalmente, a importincia da predacdo de hospedeiros paraténicos (pequenos
roedores) como fonte de infec¢do para caes (Johnson et al., 2008 a, b), e pode ser que seja um
mecanismo de transmissdo também para H. canis. Assim, investigamos Hepatozoon spp. em
pequenos roedores silvestres capturados nos arredores de areas rurais de Botucatu/SP. Essa
pesquisa resultou em dois artigos cientificos, os quais compdem os Capitulos 1 e 2 da

presente Tese.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A hepatozoonose canina causada por H. canis ¢ uma enfermidade que tem sido
relatada em diversas regides do nosso pais, e muitas vezes com carater endémico,
principalmente em 4reas rurais. Apesar de ser um parasita cuja patogenia ¢ desconhecida,
ainda assim ndo deve ser negligenciado, ja que ha relatos de doenca clinica em caes associada
as infeccdes por H. canis. Desta forma, deve-se buscar os mecanismos que envolvem a
transmissdo do parasita, objetivando-se desta maneira, preveni-lo.

Apesar de pequenos roedores silvestres terem sido considerados como potenciais
reservatorios de H. americanum nos EUA, os resultados do nosso trabalho sugerem que
roedores silvestres no Brasil ndo atuam como reservatorios de H. canis. Obviamente, outros
trabalhos deverdo ser conduzidos a fim de elucidar esse aspecto da epidemiologia do parasita
no pais, pois ndo se sabe se a transmissdo vetorial por carrapatos (mecanismo primario de
transmissdo de H. canis) tem relevancia na manuten¢do do protozoario. No entanto, cabe
questionar se a transmissdo vertical (no caso de H. canis, a transmissao transplacentaria), um
reconhecido modo de infec¢do de H. canis, estaria colaborando na propagagdo da infeccao
entre as populagdes de caes. Ainda, observamos que grande parte dos caes infectados estavam
infestados por pulgas Crenocephalides felis felis. Sabe-se que pulgas s3o comuns nas
infestacdes dos cdes, tanto em ambiente rurais quanto urbanos, e por essa razdo devem ser
investigadas como possiveis vetores, para talvez futuramente esclarecer essa questdo
epidemioldgica.

Existem relatos muito antigos de espécies de Hepatozoon em pequenos roedores € a
maioria deles baseados unicamente em caracteres morfologicos do parasita. O advento da
biologia molecular facilitou o diagnoéstico e caracterizagdo de Hepatozoon spp. em diversas
espécies animais, incluindo roedores silvestres. Entretanto, os relatos mais recentes de
infeccdo nesses roedores tém se restringido a caracterizacdo molecular, o que certamente
auxilia na segregacdo de diferentes organismos, no entanto, muitas vezes ndo justifica a
nomeacao em espécies novas, por falta de dados bioldgicos e epidemioldgicos. A partir dos
achados morfologicos e moleculares, identificamos e nomeamos uma nova espécie de
Hepatozoon em pequenos roedores silvestres do Brasil. No entanto, ¢ necessario que se
investigue diversos outros aspectos desse novo parasita, como por exemplo os vetores,
possiveis danos ao hospedeiro, bem como a ocorréncia em outras regides do Brasil. Além

disso, o encontro de formas cisticas de Hepatozoon nos roedores infectados sugere que
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possam atuar como hospedeiros paraténicos do parasita, o que levanta a possibilidade de

servirem como fonte de infec¢do para os predadores naturais.





