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RESUMO
Hepatozoon spp. ¢ um protozoario que infecta uma variedade de carnivoros domésticos e
selvagens. Devido a dificuldade de obter maiores fragmentos do agente, informagdes a respeito
da caracterizagdo molecular sdo imprescindiveis para compreender qual espécie do género esta
presente no pais. Foram testadas amostras de sangue total de caes domésticos e silvestres com
suspeita de hemoparasitoses ou suspeita prévia para Hepatozoon spp. Inicialmente foi realizada
uma triagem das amostras para o género Hepatozoon spp., onde 22 amostras foram positivas e
submetidas a caracterizacdo molecular usando ensaios convencionais de PCR com outros
quatro conjuntos de oligonucleotideos do gene 18S rDNA. Cinco amostras positivas em todos
os conjuntos foram submetidas ao sequenciamento e apos trimagem e andlise de qualidade
geraram sequéncias do gene 18S rDNA de Hepatozoon canis. Posteriormente, foi obtida uma
arvore filogenética, com cerca de 1.300 nucleotideos por amplicon, por analise bayesiana
utilizando fragmentos parciais do gene 18S rDNA de 58 isolados de H. canis. Para construcao
das redes de haplotipos, foram utilizadas 68 sequéncias oriundas tanto do banco de dados
GenBank como do presente estudo. Trés das sequéncias obtidas se caracterizam como o0s
maiores fragmentos de isolados brasileiros ja detectados em Canis lupus familiaris. Na arvore
filogenética, as trés sequéncias de caes domésticos (ID-3, ID-4 e ID-5) e uma sequéncia de
raposinha-do-campo, um canideo silvestre (ID-2) se agruparam no mesmo clado que reune os
outros isolados de H. canis. Esses trés isolados de cdo doméstico do Distrito Federal nao
formaram um grupo monofilético, mas se mostraram mais proximos filogeneticamente, além
disso, encontram-se em uma posi¢ao mais basal em relagdo as outras sequéncias de H. canis. O
isolado da raposinha-do-campo mostrou-se, filogeneticamente mais distante dos outros trés
isolados de cdes domésticos identificados no presente estudo. As duas redes construidas, uma
avaliando filogeograficamente os isolados e outra correlacionando os seus hospedeiros,
mostraram a existéncia de 10 haplotipos no Brasil, dentre eles, o haplotipo H10, o segundo
maior haplotipo brasileiro identificado, que apresenta nove isolados sendo trés deles as
sequéncias de cdes domésticos deste estudo. A sequéncia do canideo silvestre (raposinha-do-
campo), agrupou-se no haplotipo HS, juntamente com mais duas sequéncias, tendo como
hospedeiros desses isolados as espécies Tapirus terrestris € Lycalopex vetulus. A analise
bayesiana revelou a existéncia mais provavel de dois grupos genéticos no Brasil de H. canis,

com a indica¢do de fluxo génico desse agente no pais.

PALAVRAS CHAVES: 1. Hepatozoon 2. Caracterizagdo Molecular 3. Canideos Domésticos

4. Canideos Silvestres



ABSTRACT
Hepatozoon spp. is a protozoan that infects a variety of domestic and wild carnivores. Due to
the difficulty of obtaining larger fragments of the agent, information about molecular
characterization is essential to understand which species of the genus is present in the country.
Whole blood samples from domestic and wild dogs with suspected hemoparasitosis or previous
suspicion for Hepatozoon spp. Initially, samples were screened for the genus Hepatozoon spp.,
where 22 samples were positive and subjected to molecular characterization using conventional
PCR assays with four other sets of oligonucleotides from the 18S rDNA gene. Five positive
samples in all sets were submitted to sequencing and after trimming and quality analysis
generated sequences of the 18S rDNA gene from Hepatozoon canis. Subsequently, a
phylogenetic tree was obtained, with approximately 1,300 nucleotides per amplicon, by
Bayesian analysis using partial fragments of the 18S rDNA gene from 58 H. canis isolates. To
construct the haplotype networks, 68 sequences from both the GenBank database and the
present study were used. Three of the sequences obtained are characterized as the largest
fragments of Brazilian isolates ever detected in Canis lupus familiaris. In the phylogenetic tree,
the three sequences from domestic dogs (ID-3, ID-4 and ID-5) and one sequence from a foxtail,
a wild canid (ID-2) were grouped in the same clade that brings together the others. isolates of
H. canis. These three isolates of domestic dogs from the Federal District did not form a
monophyletic group, but they were phylogenetically closer, in addition, they are in a more basal
position in relation to the other sequences of H. canis. The isolated fox-do-camp was
phylogenetically more distant from the other three isolates from domestic dogs identified in the
present study. The two networks built, one phylogeographically evaluating the isolates and the
other correlating their hosts, showed the existence of 10 haplotypes in Brazil, among them, the
H10 haplotype, the second largest identified Brazilian haplotype, which presents nine isolates,
three of them being the sequences of domestic dogs in this study. The sequence of the wild
canid (fox-do-field) was grouped in the H5 haplotype, together with two more sequences,
having as hosts of these isolates the species Tapirus terrestris and Lycalopex vetulus. The
Bayesian analysis revealed the most probable existence of two genetic groups of H. canis in

Brazil, indicating the gene flow of this agent in the country.

KEYWORDS: 1. Hepatozoon 2. Molecular Characterization 3. Domestic Canids 4. Wild
Canids
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1.0 INTRODUCAO

As hemoparasitoses apresentam distribuicdo mundial, e estdo entre as doengas com
grande importancia clinica, por ser umas das principais causas de morbidade e mortalidade nos
animais. S3o descritas em uma variedade de hospedeiros mamiferos, principalmente em
canideos domésticos, o que merece destaque considerando o aumento da populagao de animais
de estimacao nos ultimos anos (AGUIAR et al., 2014; BERNDT et al., 2019; FISHER et al.,
2020; GIANNELLI et al., 2017a; PAIZ et al., 2016). Podem ser ocasionadas por um agente
isolado ou por co-infec¢do. Entre os agentes causadores estdo Ehrlichia spp., Babesia spp.,
Anaplasma spp. e Hepatozoon spp. (DIAZ-SANCHEZ et al., 2021; HRAZDILOVA et al.,
2021; MODRY et al., 2017; OTRANTO; DANTAS-TORRES; BREITSCHWERDT, 2009).

A maioria das doengas causadas por hemoparasitas ¢/ou hemoprotozoarios apresentam
como principal vetor biologico Rhipicephalus sanguineus pela ampla distribui¢ao pelo mundo
e ser adaptavel as alteracdes ambientais. Além disso, € responsavel pela grande capacidade
vetorial de agentes etiologicos. Outras espécies responsaveis por ocasionar hemoparasitoses sao
Amblyomma ovale e Amblyomma maculatum, ambos sdo vetores biologicos do Hepatozoon
spp. (BANETH; SAMISH; SHKAP, 2007, CAPONI et al., 2020; FORLANO et al., 2005;
GIANNELLI et al., 2017b; LEVI et al., 2018).

A hepatozoonose ¢ uma doenca hemoprotozoaria enzootica causada por varias espécies
de Hepatozoon spp., € acomete numerosos carnivoros domésticos e selvagens. O agente pode
causar infec¢des subclinicas, ou induzir uma doenga leve ou causar doenga grave e fatal. Por
ser considerada uma enfermidade subdiagnosticada devido a semelhanca dos sinais clinicos
com a outras hemoparasitoses, a auséncia da confirmacao laboratorial pode ocasionar a omissao
de um diagnostico diferencial para o agente (BANETH et al., 2001; GUADARRAMA et al.,
2020; LEVI et al., 2018; SUSAN E.SHAW, MICHAEL J. DAY, 2001)..

As espécies Hepatozoon canis € Hepatozoon americanum sdo as mais descritas em
canideos pelo mundo (BANETH et al., 2001; EVANS, 1988; GONEN et al., 2004; MATHEW
et al., 2000). Canideos selvagens sdo considerados reservatorios para uma variedade de
parasitas e podem servir como sentinela para doengas transmitidas por vetores emergentes,
entretanto, existem poucas informagdes sobre a distribuicao e impactos dos parasitas na vida
selvagem. Assim, ¢ de extrema importancia a identificacdo de espécies de Hepatozoon
presentes nesses animais para auxiliar na conservagdo e possiveis interferéncias em animais

domésticos (AGUIRRE, 2009; MAIA et al., 2014b; TOME et al., 2014).
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2.0 OBJETIVO GERAL

Caracterizar genotipicamente os isolados de Hepatozoon spp. em carnivoros domésticos e

selvagens naturalmente infectados procedentes no Centro Oeste.

2.1 Objetivos Especificos

. Identificar através da técnica de reagao em cadeia polimerase convencional a espécie de
Hepatozoon spp. que acometem os animais do Distrito Federal

. Realizar anélise filogenética de isolados de Hepatozoon spp.

. Realizar rede de haplétipos de isolados de Hepatozoon spp.
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3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Agente

No século XIX, Hepatozoon spp. foi classificado como da Familia Haemogregarinidae,
mas posteriormente alterado para Hepatozoidae. A alteracdo baseou-se no método de
transmissdo dos esporozoitos. O género da familia Haemogregarinidae produzem esporozoitos
livres transmitidos ao hospedeiro vertebrado através do repasto sanguineo de um carrapato,
enquanto os esporozoitos de Hepatozoon spp. desenvolvem-se dentro de esporocistos € sao
transmitidos através da ingestdo do hospedeiro vertebrado. Espécies de Hepatozoon pertencem
ao subfilo Apicomplexa que apresentam caracteristicas em comum com outros géneros de
protozoarios como Plasmodium spp., Toxoplasma spp. € Babesia spp. Estes sdo parasitas
obrigatorios, desenvolvem-se intracelularmente e possuem uma estrutura chamada complexo
apical, que facilita a invasdo e fixagdo do parasita nas células do hospedeiro (BANETH;
SHKAP, 2003; MATHEW et al., 2000).

O género de apicomplexos Hepatozoon possuem mais 300 espécies, descrito como
parafilético com divisdo em varios géneros distintos e podem infectar uma variedade de
vertebrados. Apesar da grande variedade de hospedeiros nos ciclos de vida desses protozoarios,
todas as espécies compartilham biologia semelhante e uma via de transmiss@o unica: a ingestao
de esporozoitos infectivos (BARTA et al., 2012; KARADJIAN; CHAVATTE; LANDAU,
2015; OTRANTO et al., 2011; SMITH; DESSER, 1997).

Existem uma variedade de descrigdes na literatura da espécie de Hepatozoon canis em
caes domésticos pelo mundo (Bouattour et al 2021; Spolidorio et al 2009; Rubini et al 2008;
Guoa et al 2020) assim como de canideos silvestres como Vulpes vulpes (raposa-vermelha)
(GABRIELLI et al., 2010; ORKUN; NALBANTOGLU, 2018), Cerdocyon thous (cachorro-
do-mato) (ALENCAR; KOHAYAGAWA; SANTAREM, 1997)) ¢ Pseudalopex gymnocercus
(raposa-dos-pampas) (CRIADO-FORNELIO et al., 2006), Canis aureus (chacais dourados)
(MITKOVA et al., 2017), Canis mesomelas (chacais-de-dorso-preto) (PENZHORN et al.,
2018), Chrysocyon brachyurus (lobo-guara) (VIANA et al., 2010). A espécie Hepatozoon
americanum encontradas em canideos domésticos e silvestres como os coiotes (Canis latrans)

(PANCIERA et al., 2001; RAZMI et al., 2018).
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3.2 Distribuic¢ao

Hepatozoon spp. possui distribuicio mundial com relatos na Africa, Asia, Europa,
América do Sul e América do Norte. A distribuicdo da doenga pelo mundo pode estar
relacionada aos vetores biologicos, serem encontrados em diversas como regides tropicais,
subtropicais e temperadas (GABRIELLI et al., 2010; LI et al., 2008; MAIA et al., 2014a;
MATIILA et al., 2008; O’ DWYER; MASSARD; DE SOUZA, 2001; OTRANTO et al., 2011;
VEZZANI; SCODELLARO; EIRAS, 2017).

A epidemiologia da hepatozoonose em animais selvagens e domésticos no Brasil
demanda esclarecimentos. Estudos sobre a infeccao de cades e de caracterizagdo genética da
espécie H. canis ou genoétipos revelaram o agente etiologico da doenga no pais em alguns
estados como Sao Paulo, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Distrito Federal e Rio Grande do Sul
(FORLANO et al., 2005; PALUDO et al., 2005; PEREZ; RUBINI; O’ DWYER, 2004;
SPOLIDORIO et al., 2009). Os genotipos relacionados a infeccdo por H. americanum
detectaram presenca do agente em canideos silvestres como o cachorro-do-mato (MERINO et
al., 2006; VIANA et al., 2010), felinos (ANDRE etal., 2015), caes domésticos (GOMES et al.,
2016), quatis (Nasua nasua), jaguatirica (Leopardus pardalis (DE SOUSA et al., 2017).

3.3 Hospedeiros e Vetores

3.3.1 Hospedeiros Vertebrados

Hepatozoon spp. apresenta descricdo em uma variedade de hospedeiros vertebrados.
Nos caes, duas espécies sdo descritas Hepatozoon canis, com relatos em todo o mundo e
Hepatozoon americanum encontrado na América do Norte (BANETH et al., 2001; GONEN et
al., 2004; HODZIC et al., 2015; NAJM et al., 2014).

As infecgdes por H. canis em caes domésticos podem variar de subclinicas a graves. A
gravidade da infec¢do pelo agente se deve a carga parasitaria no hospedeiro. Os animais
manifestam como sinais clinicos letargia extrema, caquexia e anemia (Modry et al 2017; Baneth
2011). Enquanto, Hepatozoon americanum desenvolve doenca grave, que afeta o sistema
musculo esquelético e cardiaco. A doenca ¢ caracterizada por dor muscular induzida por
miosite, claudicagcdo severa e atrofia muscular. Os gametdcitos nessa espécie raramente sao
identificados em esfregagos de sangue devido a baixa circulacdo de parasitemia.(GIANNITTI

etal., 2012; SPOLIDORIO et al., 2009).
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3.3.2 Vetores Biologicos

O carrapato Rhipicephalus sanguineus ¢ a espécie de ixodideo mais difundida no
mundo. Essa espécie de artropode pode ser encontrada em ambiente urbano, areas rurais assim
como habitats de savanas ou florestas além de ser o principal artropode encontrado nos caes
domésticos e selvagens. A importancia desta espécie se deve principalmente em seu papel como
vetor de varios patogenos, incluindo bactérias e protozoarios, como FEhrlichia spp. e
Hepatozoon spp, respectivamente (FISHER et al., 2020; LEVI et al., 2018; OTRANTO;
DANTAS-TORRES; BREITSCHWERDT, 2009).

Rhipicephalus sanguineus e Ambylomma maculatum sdo vetores mais comuns descritos
na literatura, para a infec¢do por Hepatozoon canis € Hepatozoon americanum respectivamente,
porém existem indicios de que outros carrapatos possam estar envolvidos (BANETH; SHKAP,
2003; DA SILVA et al., 2017; FISHER et al., 2020; GIANNELLI et al., 2017b; GONEN et al.,
2004; PANCIERA et al., 2001). Estudos indicam a presenca de oocistos de H. canis na
hemocele de Amblyomma ovale, Rhipicephalus microplus e Haemaphysalis longicornis,
Haemaphysalis  flava, Amblyomma sculptum, Dermacentor marginatus, Dermacentor
reticulatus, entretanto a competéncia vetorial dessas espécies ainda € desconhecida (AKTAS et
al., 2015; DA SILVA et al., 2017; FISHER et al., 2020; FORLANO et al., 2005; NAJM et al.,
2014).

Existem estudos que indicam que nas areas rurais ou suburbanas os canideos podem ser
infectados por outras espécies de carrapatos além dos conhecidos normalmente, espécies do
género Amblyomma podem ser possiveis vetores biologicos da doenca devido ao
compartilhamento de ambiente entre hospedeiros domésticos e silvestres (DE SOUSA et al.,
2017; FORLANO et al., 2005; MARCELO, 2001; O’ DWYER; MASSARD; DE SOUZA,
2001).

3.4 Ciclo

O ciclo de vida do protozoario ¢ heteroxeno e se torna completo dentro de quatro
semanas no caso do H. canis e cinco semanas no H. americanum (BANETH et al., 2001;
PANCIERA etal., 1999). O hospedeiro vertebrado apos a ingestao de um artropode hematdfago
torna-se infectado, contudo, a infec¢ao pode ser adquirida por transmissao intrauterina ou por
predagdo (Figura 1). Apos a ingestdo de um invertebrado infectado, os esporozoitos liberados
de esporocistos dentro de oocistos entram na circulagdo e migram para varios o6rgaos onde
sofrem merogonia, no caso do H. canis, enquanto no H. americanum esses esporozoitos migram

para a musculatura esquelética ou cardiaca. Quando os merozoitos sao liberados de merontes
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maduros na corrente sanguinea, estes entram nas células sanguineas e se transformam em
gamontes que nesse estagio, serdo ingeridos por um vetor hematéfago (HODZIC et al., 2017;
MAIA et al., 2014b; MODRY et al., 2017; O’DWYER; MASSARD; DE SOUZA, 2001;
SMITH, 1996). A producao de macromerozoitos dao origem a novas formas esquizogonicas, €
micromerozoitos originam os gametocitos circulantes. O desenvolvimento seguinte ocorre na
parede intestinal do hospedeiro definitivo, onde os gamontes presentes nas células sanguineas
realizam gametogénese formando os micro e macrogametas que ao se fundir na hemocele do
artropode hematofago se torna oocisto, este apds maturagcdo apresenta esporocistos contendo
esporozoitos fase que, apos ingestao do artropode esporulado pelo hospedeiro intermediario, o

ciclo recomeca (BANETH; SHKAP, 2003; SMITH, 1996).
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Figura 1 — Ciclo bioldgico da espécie de Hepatozoon canis em canideos domésticos. (1) Cao
ingere um carrapato infectado; (2) apds ingestdo esporozoitos sdo liberados no trato
gastrointestinal e penetram na parede intestinal; (3) infectam mondcitos € macrofagos, que
transferem os esporozoitos para outros 6rgaos; (4) merontes, sao desenvolvidos nos tecidos do
cdo, o parasita se multiplica por merogonia; (5) merozoitos maduros sdo liberados e infectam
neutrdfilos e mondcitos; (6) antes da infec¢do dos globulos brancos, os parasitas podem repetir
o ciclo de reproducdo assexuada, desenvolvendo novos merontes; (7) o carrapato ¢ infectado
ao sugar sangue de um cdo infectado; (8) os globulos brancos em desintegracdo liberam
gamontes no intestino do carrapato, onde os gametas masculinos e femininos sao
desenvolvidos; e (9) sdo formados oocistos na cavidade do corpo do carrapato, com centenas
de esporocistos confinados por membrana, contendo esporozoitos, que sdo infecciosos para o
cio (Adaptado segundo - (SAARI; NAAREAHO; NIKANDE, 2019).
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3.5 Patogenia

A infecgdo por H. canis apresenta normalmente sinais clinicos leves, relacionada a baixa
parasitemia pelo agente. A doenga pode afetar baco, linfonodos e medula 6ssea, resultando em
anemia e letargia. Os sinais clinicos ocasionados pelo agente indicam que a patogénese da
doenca pode ser considerada branda. Estudos indicam que cdes assintomaticos apresentam
baixa parasitemia enquanto caes com elevada parasitemia podem apresentar doenca grave, além
de letargia, anemia e caquexia. E provavel que cdes, que apresentem menor carga parasitaria
exibam a capacidade de infectar o vetor, pois estes artropodes exibem a capacidade de
concentracao de sangue acima do seu peso corporal (BANETH et al., 2001; BANETH; SHKAP,
2003; IVANOV; TSACHEYV, 2008).

A infeccdo por H. americanum varia de assintomatica a grave e pode ser fatal em casos
de letargia extrema, caquexia e anemia. O agente apresenta como caracteristica a presenca de
piogranuloma, onde estdo presentes os merozoitos que serao liberados na circulagdo e podem
causar reinfeccdo. Além disso apresentam a possibilidade de infec¢do através da predacdo e
ingestdo do parasita com cistozoides, o que difere da espécie H. canis que realiza infec¢ao
através da ingestdo do artropode esporulado (ASSARASAKORN et al., 2006; BANETH;
SHKAP, 2003).

Um fator limitante da patogénese da hepatozoonose ¢ a influéncia por infecgdes
concorrentes € imunosupressao. Co-infec¢cdes com outras hemoparasitoses como Babesia spp.
ou Erlichia spp. predispdem o aparecimento de muitas manifestagdes clinicas, entretanto,
estudos sugerem que o agente H. canis atua como um agente oportunista e sua presenga nao
altera o sistema imune (AGUIAR et al., 2004; CHHABRA ; UPPAL; SINGLA, 2013; MAIA et
al., 2014b; O’ DWYER; MASSARD; DE SOUZA, 2001; PALUDO et al., 2005; RUBINI et al.,
20006).

O processo de merogonia do H. americanum ocorre primariamente entre fibras
musculares, enquanto H. canis se reproduz nos tecidos hemolinfaticos, 6rgdos viscerais.
Enquanto os merontes de H. americanum sdao encontrados dentro de cistos conhecidos como
“pele de cebola” (onion skin cyst), formados por camadas de mucopolissacarideos elaboradas
pela célula hospedeira. Estudos indicam que o agente induz a célula hospedeira a produzir cisto
com objetivo de proteger o parasita contra os mecanismos de defesa do hospedeiro. Essa
caracteristica ndo esta associada a espécie de H. canis (MATHEW et al., 2000; OTRANTO et
al., 2011; UNGARI et al., 2018).

Durante exame histopatolégico do musculo esquelético de caes domésticos infectados

com H. canis foram observadas degeneracdo e atrofia muscular, alteracdes semelhantes a
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encontrada por H. americanum; no entanto, a presenga dos cistos caracteristicos do H.
americanum nao foi observada, demonstrando a grande variabilidade das manifestagoes

clinicas da hepatozoonose por H. canis (PALUDO et al., 2005).

3.6 Sinais clinicos

As manifestagdes clinicas da hepatozoonose sao indefinidas, variam de assintomatico a
severas. A doenca geralmente ¢ associada a outros agentes infecciosos ou enfermidades
imunossupressoras dificultando a identificagdo dos sinais clinicos do agente. Caes com
hepatozoonose sdo frequentemente assintomaticos com baixos niveis de parasitemia, enquanto
caes com altos niveis de parasitemia podem apresentar doenga grave, febre, letargia, anemia e
caquexia (AGUIAR et al., 2004; ASSARASAKORN et al., 2006; BANETH; SHKAP, 2003;
LEVIetal., 2018; O'DWYER; MASSARD; DE SOUZA, 2001; RUBINI et al., 2006).

Hepatozoon canis geralmente causa infec¢cdo subclinica, porém em alguns casos, pode
apresentar febre, letargia, perda de peso e linfadenomegalia. No entanto, esses sinais clinicos
sdo indistinguiveis se esses animais apresentarem coinfec¢cao com de outras doengas, tornando
dificil a diferenciacdo dos sinais clinicos caracteristicos do Hepatozoon. Além disso, a
quimioterapia imunossupressora ou infecgdes simultaneas podem causar a reativagdo de H.
canis (BANETH; SHKAP, 2003; BOUATTOUR et al.,, 2021; OTRANTO et al., 2011;
PALUDO et al., 2003; PICCIONE et al., 2013).

As manifestagdes clinicas mais comuns do H. americanum incluem febre, dor
generalizada, fraqueza, letargia, perda de peso, rigidez muscular, paresia e secre¢ao ocular. Os
sinais clinicos da doenca sdo severos mesmo com auséncia de outras doengas concomitantes e
podem estar relacionados a grande quantidade de cistos formados na musculatura esquelética e
lesdes proliferativas dsseas. Sem tratamento especifico levam a morte em meses (LI et al., 2008;
PALUDO et al., 2003; RUBINI et al., 2006).

As alteracdes hematoldgicas da hepatozoonose incluem contagem elevada de
leucdcitos, anemia normocitica normocromica, trombocitose ou trombocitopenia, leucocitose e
neutrofilia ou linfopenia. Alguns autores sugerem a presenca de eosinofilia mais comum,
linfocitose, monocitose, trombocitopenia € anemia, tanto em animais infectados pelo agente
como por animais coinfetados com outros patégenos. Avaliagdes bioquimicas indicam redugao
da concentragdo de glicose e albumina, hiperglobulinemia, além do aumento da atividade da
fosfatase alcalina e concentracao de fosforo nos animais infectados pelo agente (FISHER et al.,

2020; OTRANTO et al., 2011; VOYVODA; PASA; UNER, 2004).
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3.7 Diagnostico

O diagnostico laboratorial da hepatozoonose pode ser realizado por exames diretos e
indiretos. O método direto € baseado na detec¢ao microscopica dos gametdcitos em neutrofilos
e monocitos no esfregago sanguineo, entretanto, nem sempre sdo detectdveis devido a
parasitemia intermitente ou numero de gametocitos circulantes. Enquanto, o método indireto
baseia-se em gametocitos do Hepatozoon podem ser detectados em se¢des exames sorologicos
na pesquisa de anticorpos histopatologicas (BANETH et al., 2013; O'DWYER; MASSARD;
DE SOUZA, 2001; OTRANTO et al., 2011).

A técnica em cadeia da polimerase (PCR) apresenta especificidade e sensibilidade
elevadas, capaz de detectar o agente em amostras de sangue dentre outros tipos de amostras. E
o método mais apropriado para a confirmac¢do do diagnostico da doencga assim como de
infecg¢des cronicas. Porém, Hepatozoon spp. em alguns estdgios de desenvolvimento podem ser
mecanicamente resistentes, dificultando a liberagdo de DNA e reduzindo a sensibilidade da
deteccdo do agente. Contudo, estudos indicam que outras técnicas como a reagdo em cadeia
polimerase nested (nPCR) ou reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) podem
auxiliar em casos com baixa parasitemia aumentando a sensibilidade do diagnostico
(INOKUMA et al., 2002; LI et al., 2008; MATJILA et al., 2008; MODRY etal., 2017; RUBINI
et al., 2006).

3.7.1 Analises Moleculares

A sequéncia 18S rDNA ¢ um marcador molecular popular para a identificagdo de
diversos agentes assim como Hepatozoon spp. devido a presenca de regides conservadas (DE
SOUSA et al., 2017; GABRIELLI et al., 2010; GUO et al., 2020; PERLES et al., 2019).
Entretanto, existem algumas limitagdes que devem ser esclarecidas sobre o uso exclusivo desse
gene para realizagao de arvores filogenéticas moleculares (BARTA et al., 2012; BAZZANO et
al., 2020; MODRY et al., 2017). A partir de sequéncias moleculares adquiridas é possivel obter
informagdes sobre eventos evolutivos e uma estrutura adequada para a reconstrugdo de
sequéncias ancestrais através da arvore filogenética. Em vérias regides ao redor do mundo hé
relatos da detec¢cdo molecular de Hepatozoon spp, contudo, a diversidade genética desse agente
necessita de mais informagdes (BISHARAT; KOTON; OLIVER, 2020; GABRIELLI et al.,
2010; NAJM et al., 2014; VASQUEZ-AGUILAR et al., 2021).

Estudos realizados anteriormente, indicam que a maioria das sequéncias de espécies
hospedeiras do agente Hepatozoon spp. apresentam entre 250 a 700 pares de bases de

comprimento. As sequéncias de curto comprimento nas analises filogenéticas dificultam os
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estudos sobre a confirmacdo de espécies entre Hepatozoon spp. (BARTA et al., 2012;
KARADIJIAN; CHAVATTE; LANDAU, 2015; MERINO et al., 2006; NAJM et al., 2014). A
diversidade de espécies de Hepatozoon em carnivoros ¢ complexa devido a heterogeneidade de
DNA em sequéncias de genes conservados de Hepatozoon spp., além disso, a escassez de dados
estabelece uma desvantagem para trabalhos futuros (STARKEY et al., 2013).

Outro método utilizado para anélise de dados moleculares de Hepatozoon spp descritos
na literatura sdo as redes de hapldtipos que permitem analisar relagdes filogeograficas. Estas
podem ser utilizadas na analise de populacdes de dados genéticos de agentes para visualizagdo
de relacdes genealdgicas em nivel intraespecifico, e observar inferéncias sobre biogeografia e
historia das populagdes (CASSENS; MARDULYN; MILINKOVITCH, 2005; LEIGH;
BRYANT, 2015; VASQUEZ-AGUILAR et al., 2021).
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RESUMO
Hepatozoon spp. ¢ um protozoario que infecta uma variedade de carnivoros domésticos e
selvagens. Devido a dificuldade de obter maiores fragmentos do agente, informagdes a respeito
da caracterizacdo molecular sdo imprescindiveis para compreender qual espécie do género esta
presente no pais. Foram testadas amostras de sangue total de caes domésticos e silvestres com
suspeita de hemoparasitoses ou suspeita prévia para Hepatozoon spp. Inicialmente foi realizada
uma triagem das amostras para o género Hepatozoon spp., onde 22 amostras foram positivas e
submetidas a caracterizagdo molecular usando ensaios convencionais de PCR com outros
quatro conjuntos de oligonucleotideos do gene 18S rDNA. Cinco amostras positivas em todos
os conjuntos foram submetidas ao sequenciamento e apds trimagem e analise de qualidade
geraram sequéncias do gene 18S rDNA de Hepatozoon canis. Posteriormente, foi obtida uma
arvore filogenética, com cerca de 1.300 nucleotideos por amplicon, por andlise bayesiana
utilizando fragmentos parciais do gene 18S rDNA de 58 isolados de H. canis. Para construcao
das redes de haplotipos, foram utilizadas 68 sequéncias oriundas tanto do banco de dados
GenBank como do presente estudo. Trés das sequéncias obtidas se caracterizam como o0s
maiores fragmentos de isolados brasileiros ja detectados em Canis lupus familiaris. Na arvore
filogenética, as trés sequéncias de caes domésticos (ID-3, ID-4 e ID-5) e uma sequéncia de
raposinha-do-campo, um canideo silvestre (ID-2) se agruparam no mesmo clado que retne os
outros isolados de H. canis. Esses trés isolados de cdo doméstico do Distrito Federal nao
formaram um grupo monofilético, mas se mostraram mais proximos filogeneticamente, além
disso, encontram-se em uma posicao mais basal em relagdo as outras sequéncias de H. canis. O
isolado da raposinha-do-campo mostrou-se, filogeneticamente mais distante dos outros trés
isolados de caes domésticos identificados no presente estudo. As duas redes construidas, uma
avaliando filogeograficamente os isolados e outra correlacionando os seus hospedeiros,
mostraram a existéncia de 10 haplotipos no Brasil, dentre eles, o haplotipo H10, o segundo
maior haplotipo brasileiro identificado, que apresenta nove isolados sendo trés deles as
sequéncias de caes domésticos deste estudo. A sequéncia do canideo silvestre (raposinha-do-
campo), agrupou-se no haplotipo HS, juntamente com mais duas sequéncias, tendo como
hospedeiros desses isolados as espécies Tapirus terrestris € Lycalopex vetulus. A andlise
bayesiana revelou a existéncia mais provavel de dois grupos genéticos no Brasil de H. canis,

com a indicacao de fluxo génico desse agente no pais.

PALAVRAS CHAVES: 1. Hepatozoon 2. Caracterizagdo Molecular 3. Canideos Domésticos

4. Canideos Silvestres
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ABSTRACT
Hepatozoon spp. is a protozoan that infects a variety of domestic and wild carnivores. Due to
the difficulty of obtaining larger fragments of the agent, information about molecular
characterization is essential to understand which species of the genus is present in the country.
Whole blood samples from domestic and wild dogs with suspected hemoparasitosis or previous
suspicion for Hepatozoon spp. Initially, samples were screened for the genus Hepatozoon spp.,
where 22 samples were positive and subjected to molecular characterization using conventional
PCR assays with four other sets of oligonucleotides from the 18S rDNA gene. Five positive
samples in all sets were submitted to sequencing and after trimming and quality analysis
generated sequences of the 18S rDNA gene from Hepatozoon canis. Subsequently, a
phylogenetic tree was obtained, with approximately 1,300 nucleotides per amplicon, by
Bayesian analysis using partial fragments of the 18S rDNA gene from 58 H. canis isolates. To
construct the haplotype networks, 68 sequences from both the GenBank database and the
present study were used. Three of the sequences obtained are characterized as the largest
fragments of Brazilian isolates ever detected in Canis lupus familiaris. In the phylogenetic tree,
the three sequences from domestic dogs (ID-3, ID-4 and ID-5) and one sequence from a foxtail,
a wild canid (ID-2) were grouped in the same clade that brings together the others. isolates of
H. canis. These three isolates of domestic dogs from the Federal District did not form a
monophyletic group, but they were phylogenetically closer, in addition, they are in a more basal
position in relation to the other sequences of H. canmis. The isolated fox-do-camp was
phylogenetically more distant from the other three isolates from domestic dogs identified in the
present study. The two networks built, one phylogeographically evaluating the isolates and the
other correlating their hosts, showed the existence of 10 haplotypes in Brazil, among them, the
H10 haplotype, the second largest identified Brazilian haplotype, which presents nine isolates,
three of them being the sequences of domestic dogs in this study. The sequence of the wild
canid (fox-do-field) was grouped in the H5 haplotype, together with two more sequences,
having as hosts of these isolates the species Tapirus terrestris and Lycalopex vetulus. The
Bayesian analysis revealed the most probable existence of two genetic groups of H. canis in

Brazil, indicating the gene flow of this agent in the country.

KEYWORDS: 1. Hepatozoon 2. Molecular Characterization 3. Domestic Canids 4. Wild
Canids
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1.0 INTRODUCAO

Hepatozoon spp. ¢ um hemoprotozodrio que infecta carnivoros domésticos e selvagens.
A infecgdo apresenta duas espécies descritas H. canis € H. americanum (BANETH et al., 2003;
PANCIERA et al., 2001). A transmissao do Hepatozoon spp. difere da maioria dos patdogenos
que realizam o repasto sanguineo, ela ocorre quando os hospedeiros intermedidrios ingerem o
hospedeiro definitivo invertebrado portador dos oocistos do agente (Smith,1996).
Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma ovale sdo considerados vetores bioldgicos do agente,
dentre outras que ainda demandam investigagio (BANETH; SAMISH; SHKAP, 2007;
GIANNELLI et al., 2017a; RUBINI et al., 2009). Atualmente, a presenca de H. canis em
espécies de canideos silvestres estdo em evidéncia por se apresentar mais frequentes na
literatura, devido ao hospedeiro definitivo nao ser endémico na regidao onde os animais habitam
(HODZIC et al., 2015; NAIM et al., 2014). A infecgdo por Hepatozoon canis na maioria dos
caes ¢ considerada subclinica, ou apresenta sinais clinicos leves, entretanto, pode tornar-se
grave e potencialmente fatal em alguns casos. Os exames de esfregago de sangue sao um
método diagndstico facil e pratico, porém o diagnostico molecular ¢ o mais adequado devido a
alta sensibilidade e especificidade para a detec¢do da doengca (CRIADO-FORNELIO et al.,
2006; MODRY et al., 2017; OTRANTO et al., 2011).

A presenga do agente H. canis ¢ relatada em todo o mundo, incluindo Africa, Américas,
Asiae Europa (ALLEN et al., 2008; FARKAS et al., 2014; GABRIELLI et al., 2010; KISTLER
etal.,2014; LI etal., 2008; O'DWYER; MASSARD; DE SOUZA, 2001). No Brasil, a infec¢ao
em canideos domésticos e silvestres foram descritas em diversos locais, como Rio de janeiro,
Sao Paulo, Espirito Santo e Distrito Federal (ANDRE et al., 2010; PALUDO et al., 2005;
RUBINI et al.,, 2006; SPOLIDORIO et al.,, 2009; VIANA et al., 2010). Apesar da
disponibilidade de informagdes acerca da morfologia, especificidade e ciclo de vida dos
hospedeiros do Hepatozoon spp., a taxonomia de muitas espécies ainda permanece incerta,
devido a inconsisténcia de dados filogenéticos. Assim, a caracterizacao molecular no Brasil ¢
essencial para se avaliar a diversidade genética desse agente e apontar diferencas entre espécies

e géneros no pais (MATHEW et al., 2000; O’'DONOGHUE, 2017).
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2.0 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Foram testadas 74 amostras de sangue total de animais com suspeita de hemoparasitoses
ou suspeita previa para Hepatozoon spp. Estes animais realizaram pesquisa de hemoparasitas e
posteriormente analises moleculares para obter um maior fragmento do gene 18 S rDNA. Essas
amostras eram provenientes de animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de
Brasilia ou de laboratdrios veterindrios na regido de Brasilia e em entorno, no periodo de margo

de 2020 a fevereiro de 2022. Os animais foram escolhidos independente de raga, idade e sexo.

2.2 Analises

2.2.1. Avaliacio Hematologica

As analises hematoldgicas foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria na Universidade de Brasilia.

As amostras em tubos com EDTA foram utilizadas para pesquisa de hemoparasitas que
foi realizada mediante a leitura por microscopia otica de luz do esfregago sanguineo corado

pelo método de Panoético (NewProv®, Brasil) (THRALL et al., 2015).

2.2.2 Ensaios Moleculares

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular do
Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade de Brasilia.

A partir das amostras de sangue total, cerca de 200ul foram utilizados para extragao de
DNA, com auxilio de kits comerciais (Illustra Blood genomic Prep Mini Spin kit, GE
Healthcare®, Piscataway, NJ.). Apds extracdo de DNA o material foi mantido a -20°C até o
momento da realizagdo das PCRs. Com o objetivo de eliminar resultados falsos negativos em
virtude da presenca de inibidores da PCR, além de confirmagdo de integridade do DNA, as
amostras de DNA foram submetidas a uma PCR convencional (cPCR) objetivando a
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 400 pb do gene gapdh de mamiferos. Neste
ensaio foram utilizados os oligonucleotideos GapdhF e GapdhR descritos por
(BIRKENHEUER; LEVY; BREITSCHWERDT, 2003) (Tabela 1). A mistura da PCR utilizou
solugdo tampao 10X, 1,5mM de MgCI2, 0,2mM de dNTP a 25mmol, 0,25ul de TagDNA
Polymerase S5U/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 1,0nL de cada primer a 10pM, 2,0uL. de DNA

e agua Milli-O® purificada para obter um volume final de 25uL para a reagdo. O protocolo de
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amplificacao consistiu na desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos repetitivos de 1
minuto a 95°C, 1 minuto a 53°C, e 1 minuto a 72°C, seguidos por uma extensao final de 72°C
por 5 min.

Inicialmente foi realizada uma triagem das amostras suspeitas para o género Hepatozoon
spp. utilizando os oligonucleotideos Hep-F e Hep-R (Tabela 1). Todas as amostras positivas
nesta triagem foram submetidas a caracterizagao molecular usando ensaios convencionais de

PCR (cPCR) com outros quatro conjuntos de oligonucleotideos (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1 - Protocolos para anélise molecular do gene 18S rDNA.

Oligonucleotideos Sequéncias dos oligonucleotideos (‘5-3’)  Especificidade = Fragmento Referéncias
18S Ham-1 GCCAGTAGTCATATGCTTGTC Piroplasmideos ~1760 pb (CRIADO-FORNELIO
RNA Hpf-2 GACTTCTCCTTCGTCTAAG et al., 2006)
18S Hemo-1 TATTGGTTTTAAGAACTAATTTTATGATTG Hemogregarina ~1000 pb (PERKINS; KELLER,
rRNA Hemo-2 CTTCTCCTTCCTTTAAGTGATAAGGTTCAC 2001)
18S Hep-1mod CGCGAAATTACCCAATTCTA Hepatozoon ~ 670 pb (SPOLIDORIO et al.,
RNA Hep-4 TAAGGTGCTGAAGGAGTCGTTTAT 2009)
18S Hep-F ATACATGAGCAAAATCTCAAC Hepatozoon ~ 660 pb (INOKUMA et al.,
FRNA Hep-R CTTATTATTCCATGCTGCAG 2002)
18S Hep300 GTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACG Hepatozoon ~ 660 pb (UJVARI; MADSEN;
RNA Hep900 CAAATCTAAGAATTTCACCTCTGAC OLSSON, 2004)
GAPDH Gapdh-F CCTTCATTGACCTCAACTACAT Gapdh ~ 400 pb (BIRKENHEUER;

Gapdh-R CCAAAGTTGTCATGGATGACC Mamiferos LEVY;

BREITSCHWERDT,
2003)
rRNA 185 1800 pb
m1l m
HE HEMO2
HEP300 HEPS0O0
HEP1 HEP

Figura 1. Representagdo esquematica do gene 18S completo e oligonucleotideos. Em verde,
sequéncia do gene quase completo (Ham-1 e Hpf-2) (CRIADO-FORNELIO et al., 2006). Em
vermelho, sequéncia parcial do gene (Hemo-1 e Hemo-2) (PERKINS; KELLER, 2001). Em
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azul, sequencia parcial (Hep300 e Hep900) (UIVARI; MADSEN; OLSSON, 2004) ¢ em
amarelo, sequencia parcial (Hepl e Hep4) (SPOLIDORIO et al., 2009).

Na triagem das amostras positivas para Hepatozoon spp utilizou-se ensaio de cPCR com
iniciadores do género Hepatozoon que amplificam a sequéncia parcial do gene 18S, HepF e
HepR apresentados na Tabela 1 (INOKUMA et al., 2002). A mistura da PCR utilizou solucao
tampao 10X, 0,8mM de MgCl2, 0,2mM de dNTP a 25mmol, 0,2ul de TagDNA Polymerase
S5U/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 0,5uL de cada primer a 10pM, 2,0uL. de DNA e agua Milli-
O® purificada para obter um volume final de 25uL para a reagao. O protocolo de amplificacao
consistiu na desnaturagdo inicial a 95°C por 30 segundos, 40 ciclos repetitivos de 30 segundos
a 95°C, 30 segundos a 52°C, e 90 segundos a 72°C, seguidos por uma extensao final de 72°C
por 5 min.

Para a caracterizagdo molecular do Hepatozoon as amostras positivas para
oligonucleotideos de triagem (Hep-F e Hep-R) foram submetidas a outras PCR utilizando os
oligonucleotideos Ham-1 e Hpf-2 (CRIADO-FORNELIO et al.,, 2006), Hemol e
Hemo2 (PERKINS; KELLER, 2001), Hep-Imod e Hep-4 (SPOLIDORIO et al., 2009) e
Hep300 e Hep900 (UJVARI; MADSEN; OLSSON, 2004) (Tabela 1). A Figura 1 representa o
gene 18SrRNA e as regides de anelamento de cada conjunto de oligonucleotideos utilizados
neste estudo.

Na mistura da PCR para os oligonucleotideos Ham-1 e Hpf-2 utilizou um volume final
de 25uL na reagdo com solugdo tampao 10X, 1,0mM de MgCl2, 0,2mM de dNTP a 25mmol,
0,2uLL de TagDNA Polymerase SU/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 2uL. de DNA, 1,0uL de
cada oligonucleotideo (10 mM). O protocolo de amplificagcdo consiste na desnaturacgao inicial
a 98°C por 3 min e depois submetidas a 35 ciclos de 98°C por 10 segundos, 60°C por 30
segundos e 72°C por 2 min, com um periodo de extensdo adicional de 10 min a 72°C, com
alteracdes nos tempos das reacdes (CRIADO-FORNELIO et al., 2006).

A mistura da PCR para os oligonucleotideos Hemo-1 ¢ Hemo-2 utilizou um volume
final de 25uL na reacdo com solucdo tampao 10X, 1,0mM de MgCl2, 0,2mM de dNTP a
25mmol, 0,25uL de TagDNA Polymerase SU/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 1uL de DNA,
1,0uL de cada oligonucleotideo (10 mM). O protocolo de amplificagdo consiste na
desnaturagdo inicial a 94°C por 5 min e depois submetidas a 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
48°C por 1 minuto e 72°C por 1 min, com um periodo de extensdo adicional de 5 min a 72°C,

com alteragdes nos tempos das reagdes (PERKINS; KELLER, 2001).
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Para os oligonucleotideos Heplmod e Hep4 foram utilizados 1puL das amostras de DNA
na mistura da reagdo com volume final de 25uL contendo solugao tampao a 10X, 0,75 mM de
MgCI2, 0,2mM de trifosfato de desoxinucleotideo (dNTp) a 25 mmol, 0,2upL de TagDNA
Polymerase SU/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 1,0uL de cada primer (10 mM). O ensaio de
amplificacdo consistiu na desnaturagao inicial a 95°C por 3 minutos, 40 ciclos repetitivos de 15
segundos a 95°C, 40 segundos por 53°C, e 40 segundos por 72°C, com extensao final a 72°C
por 5 minutos (Spolidorio et al 2009). O protocolo de amplificacdo dos oligonucleotideos
Hep300 e Hep900 consistiu na desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, 40 ciclos repetitivos
de 30 segundos a 94°C, 30 segundos por 60°C, e 1 minuto por 72°C, com extensao final a 72°C
por 10 minutos. A mistura da PCR utilizou solucao tampao a 10X, 0,75mM de MgCl2, 0,2mM
de dNTP a 25mmol, 0,2pL de TagDNA Polymerase SU/uL (Invitrogen®, Calsbad, CA), 1uL
de DNA, 1,0pL de cada primer (10 mM), e agua Milli-O® purificada para obter um volume
final de 25uL na reagdo, com alteragao no numero de ciclos (UJVARI; MADSEN; OLSSON,
2004).

Os conjuntos de oligonucleotideos testados apos a triagem com os oligonucleotideos
Hep-F e Hep-R foram denominados por nimeros de regides para melhor entendimento nos
resultados. Regido 1 - oligonucleotideos Ham-1 e Hepf-2; Regido 2 — oligonucleotideos Hemo-
1 e Hemo-2; Regido 3 - oligonucleotideos Hep300 e Hep900; Regido 4 — oligonucleotideos
Heple Hep-4 (Tabela 2).

Tabela 2 - Regides do gene 18S para cada conjunto de oligonucleotideos utilizados.

Oligonucleotideos Divisao
Hep-F e Hep-R Triagem
Ham-1 e Hepf-2 Regido 1
Hemo-1 e Hemo-2 Regido 2
Hep300 e Hep900 Regido 3
Hepl e Hep4 Regiado 4

Todas as amostras foram testadas em duplicata no aparelho termociclador (Biorad®
C1000TM Thermal Cycler, Hercules, CA.). Como controle negativo foi utilizada a agua
ultrapura Milli-O® autoclavada e como controle positivo, amostras de DNA de animais
naturalmente infectados por Hepatozoon. Em seguida, os produtos das PCR foram submetidos

a eletroforese em gel de agarose, corados em brometo de etidio (Vetec Sigma-Aldrich®, St
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Louis, MO) e visualizados com iluminacao ultravioleta por meio de transiluminador (UV
transiluminator®, UVP LLC, Upland,32 CA).

Os produtos da PCR com tamanho dos pares de bases esperados para cada conjunto de
oligonucleotideos utilizados foram purificados utilizando o kit PureLink™ Quick Gel
Extraction & PCR Purification Combo Kit (Invitrogen®, Calsbad, CA) conforme
recomendacdes do fabricante. As amostras purificadas foram mantidas a -20°C e encaminhadas
para a realizacdo do sequenciamento genético. As amostras foram sequenciadas pelo método
de Sanger e realizada no Centro de Recursos Biologicos e Biologia Genomica (CREBIO) da
UNESP em Jaboticabal, por método de Sanger, em sequenciador automatico com 96 capilares
ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California (CA), utilizando os
oligonucleotideos especificos para cada PCR realizada.

Apo6s a trimagem, os produtos sequenciados nas quatro regides do gene 18S rDNA,
foram submetidos a analise de qualidade de sequenciamento e unidas as cinco sequéncias para
gerar uma sequéncia consenso por meio do programa Geneious v. 9.0.5. As sequéncias foram
submetidas a ferramenta BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Sequéncias parciais
do gene 18S rDNA de 54 isolados de Hepatozoon canis foram recuperadas do banco de dados
GenBank para analise filogenética. O alinhamento foi realizado usando o algoritmo MUSCLE.
As sequéncias de nucleotideos estdo no Anexo I e posteriormente serdo depositadas no banco
de dados GenBank.

A arvore filogenética (cerca de 1.300 nucleotideos) foi obtida por analise bayesiana
utilizando fragmentos parciais do gene 18S rDNA de 58 isolados de Hepatozoon canis. A
arvore ¢ enraizada com fragmentos externos e foi construida com o software MrBayes v3.2
usando o modelo "General Time Reversible" (GTR) com distribuicdo gama (+G) como matriz
de substituicado de acordo com o programa jModelTest v2.1.10. O algoritmo Monte Carlo
Markov Chain (MCMC) foi realizado com 4 cadeias ao longo de 1.000.000 geragdes
amostradas a cada 100. Os primeiros 25% das geracdes foram descartados como "burn-in".

Para construcdo das redes de haplotipos foram utilizadas 68 sequéncias oriundas tanto
do banco de dados GenBank (n=66), com no minimo, aproximadamente, 500 nucleotideos
cada, quanto do presente estudo (n=4). Destas, 36 eram de isolados brasileiros. Foram incluidas
sequéncias representativas de diversas regidoes do mundo assim como todas as sequéncias
brasileiras que possuiam tamanho adequado e correspondessem a mesma regido nucleotidica.
A rede de haplétipos foi realizada no software PopART v.1.7 pelo método "Median Joining".
Duas redes foram construidas, uma com base na localizacao geografica dos isolados e outra nos

hospedeiros nos quais foram identificados.
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O programa DnaSP v. 6 foi aplicado para calcular a diversidade de nucleotideos (m),
numero de haplotipos (h), diversidade haplotipica (Dh), nimero médio de diferengas de
nucleotideos (K) e numero de sitios segregantes (S) entre os isolados brasileiros.

O namero mais provavel de grupos brasileiros de H. canis com diferenciacdo genética
foi estimado por analise bayesiana pelo programa BAPS v.6.0. Utilizou-se a o algoritmo
“clustering with linked loci” e “codon” como modelo de ligagdo. Diversos numeros de grupos
genéticos (K=2 a K=19) foram avaliados em trés andlises independentes. A escolha de K foi
determinada com base no resultado com maior probabilidade. As sequéncias foram agrupadas

de acordo com as unidades federativas brasileiras
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3.0 RESULTADOS

Das 74 amostras analisadas, 22 foram positivas na PCR de triagem para Hepatozoon

Spp.

3.1. Avaliacao Laboratorial
Dentre as 22 amostras positivas nas PCRs, foram observados gametdcitos de
Hepatozoon spp. em oito esfregacos sanguineos, sendo sete amostras de caes domésticos e uma

raposinha-do-campo (Figura 2 e Tabela 3).

Figura 2 — A) Gametocito de Hepatozoon em mondcito de canideo doméstico.
B) Gametodcito de Hepatozoon em mondcito de canideo silvestre.

3.2. Amplificacées por PCR

Todas as amostras positivas em todos os quatro conjuntos de oligonucleotideos foram
submetidas a caracterizagdo molecular. Os resultados destas amplificagcdes estdo apresentados
na Tabela 3.

Contudo, dentre as 22 amostras testadas, sete produtos de PCR foram positivos em todas
as regioes do gene 18S rDNA (Tabela 3), e cinco amostras foram selecionadas (2, 3, 4, 5, ¢ 7)

por se apresentarem melhor material de amplificacdo e foram submetidas ao sequenciamento

de DNA.
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Tabela 3 - Resultado das PCR realizadas para cada conjunto de oligonucleotideos utilizados
que amplificaram regides do gene 18S rDNA em canideos silvestres e domésticos no Distrito
Federal e entorno.

HEP F/ HAM1 / HEMO 1/ HEP 300/ HEP 1/

Amostra Espécie GAPDH HEP R HEP 2 HEMO 2 HEP 900 HEP 4
Triagem (Regido 1) (Regido 2) (Regido 3) (Regido 4)

1 Lycalopex vetulus + + - + + +
2 Lycalopex vetulus*$ + + + + + +
3 Canis lupus familiaris*§ + + + + + +
4 Canis lupus familiaris*§ + + + + + +
5 Canis lupus familiaris*§ + + + + + +
6 Canis lupus familiaris* + + + + + +
7 Canis lupus familiaris*§ + + + + + +
8 Canis lupus familiaris*? + + + + + +
9 Canis lupus familiaris*? + + + - + +
10 Canis lupus familiaris + + + - + +
11 Canis lupus familiaris + + - + - +
12 Canis lupus familiaris + + - - + +
13 Canis lupus familiaris + + - - - -
14 Canis lupus familiaris + + - - - -
15 Canis lupus familiaris + + - - - +
16 Canis lupus familiaris + + - - - -
17 Canis lupus familiaris + + - - -
18 Canis lupus familiaris + + + - - -
19 Canis lupus familiaris + + + - + R
20 Canis lupus familiaris + + - - + +
21 Canis lupus familiaris + + - - + +
22 Canis lupus familiaris + + + - + +
ggstil“‘}ss 2 22 12 9 15 16

Legenda: * Presenca de gametocito de Hepatozoon spp. em esfregaco sanguineo; § Amostras
submetidas a sequenciamento. Lycalopex vetulus (Raposinha-do-campo) ¢ Canis lupus familiaris
(Cao doméstico).

3.3 Analise de sequéncias por BLASTn

Os fragmentos do gene 18S rDNA amplificados com os diferentes conjuntos de
oligonucleotideos resultaram em cinco sequéncias de maior fragmento do gene 18S (quatro
sequéncias de caes domésticos e de uma sequéncia de canideo silvestre), que estdo apresentados
na Tabela 4. As sequéncias geradas neste estudo apresentaram alta identidade (99,2-99,7%)
com isolados de H. canis de diversas localidades quando analisados por BLASTn (Tabela 4).
A ID-3 (Identificacdo amostra 3 - cdo doméstico) apresentou 99,63% de identidade com um

isolado detectado em Vulpes vulpes com origem na Republica Checa. O isolado ID-7



42

(Identificagdo amostra 7 — cdo doméstico) apresentou 99,77% de identidade identificado em
cdo doméstico com origem na Zambia, a sequéncia ID-2 (Identificagdo amostra 2 - cao
silvestre) exibiu identidade de 99,21% com detec¢do em cdo doméstico com origem em Israel
e dois isolados, ID-5 (Identificagdo amostra 5 - cdo doméstico) e ID-4 (Identificacdo amostra 4
- cdo doméstico) respectivamente, apresentaram 99,73 e 99,68% de identidade detectado em

chacal-asidtico com origem na Roménia (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de identidade apresentados da analise de BLATn dos isolados testados.

Sequéncias Tamanho da Identidade Cobertura E-value Sequencias com Paises
sequéncia (%) (%) maior identidade
(bp)

ID-2 1388 99.21% 100% 0.0 Hepatozoon canis Israel
MK091088.1

ID-3 1356 99.63% 100% 0.0 Hepatozoon canis Reptblica
KU893125.1 Checa

ID-4 1558 99.68% 100% 0.0 Hepatozoon canis Roménia
KX712127.1

ID-5 1490 99.73% 100% 0.0 Hepatozoon canis Roménia
KX712127.1

ID-7 1313 99.77% 100% 0.0 Hepatozoon canis Zambia
LC331054.1

A sequéncia ID-7 (Identificagdo amostra 7 - cdo doméstico) (Tabela 4) foi retirada das
analises filogenéticas, pois, na analise do cromatograma, observaram-se com boa cobertura,
picos duplos em trés sitios: na posi¢ao 335 (Adenina/Guanina), 362 (G/A), 376 (G/A), dando
indicios de uma possivel coinfec¢do por diferentes isolados. A técnica de clonagem molecular
poderia ser utilizada para caracterizar adequadamente essas sequéncias.

Os isolados submetidos a sequenciamento apresentaram uma alta identidade entre os

proprios isolados analisados, apresentados na Tabela 5.



43

Tabela 5- Matriz de identidade dos isolados ID-3, ID-4, ID-5 (identificacao de caes domésticos)
e ID-2 (identificagdo de cdo silvestre) do Distrito Federal.

ID-2 ID-3 ID-4 ID-5

ID-2 100%

ID-3 99,06 100%

ID-4 99,04 99,93 100%

ID-5 99,06 99,93 100% 100%

3.4. Analises Filogenéticas

O filograma foi realizado utilizando fragmentos extensos com no minimo 1300 nt do
gene 18S rDNA de isolados de H. canis. A utilizacdo de quatro pares de oligonucleotideos
permitiu a constru¢do de uma sequéncia consenso mais extensa € com maior cobertura
favorecendo uma melhor caracterizagdo molecular. Trés das sequéncias obtidas se caracterizam
como os maiores fragmentos de isolados brasileiros ja detectados em Canis lupus familiaris.
Na arvore filogenética, as trés sequéncias obtidas de caes domésticos (ID-3, ID-4 e ID-5) e ade
canideo silvestre (ID-2) se agruparam com bom suporte no mesmo clado que retine os outros
isolados de H. canis (Figura 3). Contudo, comparando essas quatro sequéncias entre si,
encontram-se em clados menores distintos. Os isolados ID-3, ID-4 ¢ ID-5 ndo formaram um
grupo monofilético, mas se mostraram mais proximos filogeneticamente formando politomias.
Além disso, encontram-se em uma posicao mais basal em relagdo as outras sequéncias de H.
canis. O isolado ID-2 mostrou-se, portanto, filogeneticamente mais distante dos outros trés
isolados identificados no presente estudo, agrupando-se com bom suporte com sequéncias
oriundas de diversos paises distribuidos pelo Oriente Médio, pela América do Sul, pela Europa
e pela Asia. Porém, foi o tinico isolado brasileiro incluido nesse clado. Os hospedeiros dos
isolados desse mesmo grupo incluem canideos domésticos e silvestres. Os outros isolados
brasileiros obtidos do GenBank nao formaram um agrupamento monofilético.

Duas redes foram construidas, uma avaliando filogeograficamente os isolados e outra
correlacionando os seus hospedeiros. As redes mostraram a existéncia de 10 hapldtipos no
Brasil, dentre eles, o haplotipo H10, o segundo maior haplétipo brasileiro identificado, com 9
isolados sendo 3 deles as sequéncias de caes domésticos deste estudo (ID-3, ID-4 e ID-5). O
mesmo grupo ¢ constituido por sequéncias obtidas de Canis lupus familiaris € Rhipicephalus

sanguineus, com alguns isolados de origem indiana. O haplétipo H12 foi identificado como o
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maior hapldtipo dentre os que possuiam sequéncias brasileiras, possuindo ampla distribuicao
geografica e diversidade de espécies de hospedeiros. A sequéncia ID-2, identificada em canideo
silvestre, agrupou-se no haplétipo HS, juntamente com mais duas sequéncias, tendo como
hospedeiros desses isolados as espécies Tapirus terrestres € Lycalopex vetulus (Figura 4 e 5).
Os resultados dos indices de diversidade obtidos para os isolados brasileiros foram: diversidade
de nucleotideos (n=0,00684), ntimero de haplotipos (h=10), diversidade haplotipica
(Hd=0,651), nimero médio de diferengas de nucleotideos (K=2,62063) e nimero de sitios

segregantes (S=14).

A andlise bayesiana com base estetistica demonstrou como mais provavel a existéncia
de quatro grupos com diferenciagdo genética no Brasil (K=2), tendo o log de probabilidade
marginal igual a -309.6008 e probabilidade posterior de 1,0. Cada cor representa um grupo
genético. No grupo genético 1 encontram-se os isolados do Distrito Federal, em Minas Gerais
e Rio grande do Norte. No grupo genético 2 encontram-se os estados da Bahia, de Goias, do
Mato Grosso do Sul, do Pard, de Pernambuco, do Rio de Janeiro, do Rio grande do Sul, de
Santa Catarina e de Sao Paulo, este apresenta o com maior nimero de sequéncias (n=25),
seguido pelo grupo (n=10) com isolados do Distrito Federal, em Minas Gerais e Rio grande do

Norte.



45

MN723845 - Hepatozoon ophisaur (Ird] ‘%
/ MBTS8137 - Hepatazoon banethi fAusiralia) K
Y KXD17290 - Hepatozoon fals {Incial d
* 4 [~ ©NOTBATO - Heparozoan feis (India) d
& [~ AYE20332 - Hepatozoon felis (Espanha)
AVB28881 - Hepsiozoon felis (Espanha] h./

* [~HIQE108 flsras] t sl
Lnkogt1o00 (lsrael) ’f

712126 (Romeniay TR
DO438540 (Veneguaciay #
AY461278 (Espanha)

AY731082 (Espanha)

MKOS1085 (srasl)

Ie—
MKO91084 nsme»ﬂ

IHE 15008 (lsrael)

KC138532 {lsrael] h—!
KC138631 (Israel)

ELI268222 (Taiwan
[
f— Lca31053 (Zambiay

} MKDI1088 fIsrael) ﬁ

L MK0810S7 {fsrmel)

|D-2 {Brasil - DF) N o

EF622098 (Espanta] W

AY451376 (Brasl - RS) h\ =]
MT107085 (Chins)
MT10708 (Ching) @

LGS56379 (sl

% [~ MN3Z3911 (Cubal Eﬂ‘
Lo31054 (zameiey P
,—E KXT12125 [Roménia) “TIPE
712727 (Ramris]
l— LG168075 (Japtio) #
| — Kx712128 (Romeria) e
| x712124 (Repobiica Checa) AP
| av1soo67 (Espannay Hepatozoon canis

L Arae197s @rmsi - RS Yy, dmm
1 KX712123 (Austia)

[~ MTI07082 (Ching) 1
‘_E MT107083 (Chma]ﬂ
k— wiTio7086 icninay 9
‘i[ MT107087 (Chinaj
MT 107088 (China) ﬁ

b wiTio7087 (Chine
UL b wrrroroes oninsy
- MT107088 China) i
b mrr107080 (Ghina) _’f
L MT107081 (China) -H

% DQIH7S4 (Sudac) H
'_Ecss 1052 (ZAmbia)
KUB§3120 (Reibica Chesa) YR

KUUBG3120 {Republica Checa)

KUB93121 (Repiblica Checa) YN
KUBS2127 (Repuhblica Checa) H‘
KUBB3118 (Republiva Cheos ) Y.
KLID3123 (Republics Cheoz) Y
KUBE3128 (Rapiiblica cnsca)ﬁ
KUBE3118 (Republica Checa)
KUBS3122 (Repibiica Checa)
KU&23125 (Replblica Checa) “

;.g,;[aram-np)ﬁh
b= ID-4 (Brasil - DF} _ﬁ B
‘—ID-S(BraE'\rDF)H -

14215 - Hapmogragadna sp. {Vielnd) 7y,
~Haamagregarina =0, (Estaces Uncizos) gllke

Figura 3 - Arvore Filogenética de gene 18S rDNA de quatro sequéncias obtidas no estudo —
Arvore obtida por analise bayesiana de fragmentos parciais de 18S rDNA (1.335 nt) de 58
isolados de Hepatozoon canis. Probabilidades posteriores iguais a 0,90 ou mais sao
representadas por asteriscos. As sequéncias obtidas no presente estudo se encontram destacadas
com setas azuis. As outras sequéncias brasileiras obtidas do GenBank estdo sinalizadas com
setas vermelhas.
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Tabela 6 - Identificagdo de haplotipos e nimeros de acesso das sequéncias correspondentes
com destaque nos estados e hospedeiros dos isolados brasileiros e de outros paises.

N° haplotipos Numero de acesso no banco de dados

Hl KF972442 (BR-RN)!

H2 KF972444 (BR-RN)!

H3 KF972443 (BR-RN)!

H4 KF972441 (BR-RN)!

H5 MT458172 (BR-MG)?; MT458173 (BR-MG)’; ID-2 (BR-DF)’

H6 OL467380; OL467538; MZ930460

H7 OK631936; OK631774; OK631940; OK631937

HS OK631939; OK631935; OK631938; OK631776

HO OK631775; MZ823614

H10 OL694091; ON155604; OK181857; OK181882; OK181864; ID-3 (BR-DF)};
ID-4 (BR-DF)'; KF692039 (BR)'; ID-5 (BR-DF)!

HI1 KU729738

HI2 GQ176285 (BR-RJ)’; KF692038 (BR)'; KU232309 (BR-GO)'; DQ315565 (BR-

SP)*, DQ315566 (BR-SP)*; KF692040(BR)'; KX816958 (BR-SC)%; KU232310
(BR-MS)'; MN103412 (BR-MS)'; KU729737 (BR-PA)'; MH891623 (BR-BA)';
KY026192 (BR-SP)'; KY026191 (BR-SP)'; FJ743476 (BR-SP)'; EU571737
(BR-RS)'; DQ198378 (BR-SP)'; DQ198379 (BR-SP); HQ605710 (BR);
KY392884 (BR-SP)’; MT081050 (BR-RO)'; MT081051 (BR-RO)'; OL423594;
OM714910; MZ675626

H13 KY965141 (BR-PA); KU729738 (BR-PA)’
H14 JX118828 (BR-MS)';

HI5 FJ943578 (BR-PE)’;

H16 OL852083

H17 ON054034

HI8 MW246122

H19 MZ475989

H20 MG041598; MG041599

H21 AF176837

Legenda: ! Canis familiaris, * Tapirus terrestris, 3 Lycalopex vetulus, * Felis catus, ° Lycalopex gymnocercus,
8 Rhipicephalus microplus, ' Didelphis albiventris, ® Hydrochoerus hydrochaeris
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Figura 6 — Analise bayesiana de estrutura populacional de Hepatozoon canis no Brasil. A
analise indica dois grupos genéticos distribuidos pelos estados. Em lilés, esta o grupo genético
presente no Distrito Federal, em Minas Gerais ¢ no Rio grande do Norte. E em azul escuro,
corresponde ao grupo genético dos estados da Bahia, do Goias, do Mato Grosso do Sul, do Para,
de Pernambuco, do Rio de Janeiro, do Rio grande do Sul, de Santa Catarina e de Sao Paulo.
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4.0 DISCUSSAO

Os ensaios de PCR, com a utilizag¢@o dos oligonucleotideos de regides distintas do gene
18S rDNA (Figura 1 e Tabela 2), amplificaram as sequéncias de DNA para H. canis. A detec¢do
de agente pela técnica cPCR em sangue total de hospedeiros vertebrados ¢ considerada
confidvel pela literatura (INOKUMA et al., 2002). Cabe salientar que apenas sete amostras
amplificaram com todos os conjuntos de oligonucleotideos utilizados e isto pode ser explicado
pela baixa parasitemia, mas provavelmente pela variabilidade do gene na regido de anelamento
dos oligonucleotideos utilizados. Quinze sequéncias nao tiveram amplificacao para algum dos
quatro conjuntos de oligonucleotideos, provavelmente devido a variabilidade do gene na regidao
em que ocorre o anelamento dos oligonucleotideos (Tabela 2). Entretanto, o nivel de
parasitemia deve ser considerado nesses casos de auséncia de amplificacio (GOMES et al.,
2016; KARAGENC et al., 2006). Outras técnicas sao indicadas em casos de animais com baixa
parasitemia, como a reagao em cadeia polimerase nested (nPCR) e a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR) por apresentarem maior sensibilidade no diagndstico
(CRIADO-FORNELIO et al., 2006; LI et al., 2008; RUFINO et al., 2013; SOUZA et al., 2012).

Apesar do gene 18S rDNA ser o mais estudado para o agente, este gene apresenta
algumas limita¢des para estudos moleculares e filogenéticos. Estas limitagdes sdo decorrentes
de descricao de sequéncias parciais (pequenas) que comprometem a identificagdo das espécies
de Hepatozoon spp. (GOMES et al., 2016; MODRY et al., 2017). No presente estudo, os ensaios
de PCR com a utilizacao dos oligonucleotideos de regides distintas do gene 18S rDNA (Figura
1, Tabela 2 e 4) possibilitaram a geragao de sequéncias com no minimo 1300 nucleotideos de
DNA para H. canis permitindo uma caracteriza¢do molecular mais adequada.

Por meio da utilizacdo de quatro conjunto de pares de oligonucleotideos neste estudo,
foi possivel ampliar os fragmentos do gene 18S rDNA, obtendo-se uma maior sequéncia de H.
canis no Brasil. At¢ entdo, os isolados depositados no banco de dados para caes domésticos no
pais possuiam sequéncias pequenas ou intermedidrias, e que dificultam uma melhor
caracterizacdo molecular (ANDRE et al., 2010; GOMES et al., 2016; MODRY et al., 2017;
PALUDO et al., 2005).

As sequéncias detectadas em canideos domésticos e uma sequéncia de canideo silvestre
(Raposinha-do-campo) do Distrito Federal apresentaram valores de identidade em torno de
99,2-99,7% com outros isolados de Hepatozoon canis. Essa alta identidade compartilhada pelas
sequéncias e confirmada através da analise filogenética (Figura 3) indicam que os isolados do

Distrito Federal pertencem a mesma espécie.
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A arvore filogenética apresenta uma topologia em que a maior parte dos ramos
apresentaram um bom suporte. As sequéncias ID-3, ID-4 e ID-5 estdo em posi¢cao mais basal
na arvore filogenética (Figura 3). Isso sugere que esses isolados sdo mais antigos
evolutivamente (WOESE, 2000). Outro ponto relevante ¢ que houve uma diferenga entre os
isolados do estudo. ID-3, ID-4 e ID-5 (cdes domésticos) se apresentaram mais distantes
filogeneticamente na arvore em relagdo ao isolado ID-2 (canideo silvestre) (Figura 3), apesar
de terem valores de identidade entre eles elevados (Tabela 4). A rede de haplétipos também da
suporte a 1sso ao mostrar esses isolados em dois haplotipos distintos: ID-3, ID-4 e ID-5 (H10),
e ID-2 (HS). Essa distancia observada pode sugerir, embora sejam da mesma regido, que
animais das espécies Canis lupus familiaris e Lycalopex vetulus no Distrito Federal podem nao
compartilhar o mesmo ciclo epidemiolégico de transmissao de H. canis. Contudo, uma
amostragem adequada ¢ necessaria para melhor esclarecimento das relagdes entre essas duas
espécies. Além disso, foram observadas varias politomias na arvore apresentada (Figura 3), em
que os isolados sdo filogeneticamente muito proximos. Para esclarecer a proximidade entre
eles, sugere-se utilizar novos marcadores, como os mitocondriais cox1 e cytb para o agente,
assim como caracterizar molecularmente maiores fragmentos do gene 18S rDNA, a fim
de reduzir o namero de politomias (CRIADO-FORNELIO et al., 2006; HRAZDILOVA et al.,
2021; KOLANGATH et al., 2022). Atualmente somente duas outras sequéncias brasileiras
possuem um fragmento do gene 18S rDNA extenso, todas provenientes do Rio Grande do Sul
(Figura 3). Uma melhor elucidagdo filogenética poderia ser feita caso mais isolados fossem
adicionados na analise filogenética (CRIADO-FORNELIO et al., 2006).

Os quatro isolados brasileiros do Distrito Federal e as duas sequéncias de canideos
silvestres do Rio grande do Sul presentes na arvore filogenética nao se agruparam em um clado
monofilético entre si (Figura 3). Isso poderia levantar a hipdtese, a principio, de ndo ocorréncia
de estruturagao genética entre essas populagdes devido a um alto fluxo génico desse agente com
populagdes de outros paises, conforme ja demonstrado para grupos de populagdes da Africa,
América, Europa ¢ Asia (VASQUEZ-AGUILAR et al., 2021). Contudo, somente cinco
sequéncias brasileiras do Distrito Federal puderam ser utilizadas. Embora a arvore filogenética
tivesse uma quantidade reduzida de sequéncias brasileiras, a rede de haplotipo por utilizar
fragmentos menores, ampliou esse nimero.

O estudo descrito mostrou que Hepatozoon canis apresenta um alto grau de diversidade
haplotipica no Brasil (Hd=0,702), o que condiz com trabalhos realizados em raposas ¢ em caes
para diversos locais no mundo (CRIADO-FORNELIO et al., 2006; HELM et al., 2020;
KOLANGATH et al., 2022; NAJM et al., 2014). Esse grau elevado de diversidade, a partir de
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36 sequéncias brasileiras, resultaram em 10 haplotipos no pais (Figura 4 e 5), informacdo que
difere com a pesquisa anterior que identificou 12 haplétipos brasileiros (VASQUEZ-
AGUILAR et al., 2021). Com uma alta diversidade haplotipica de H. canis no Brasil associado
com uma baixa diversidade de nucleotideos, percebe-se que os haplotipos diferem-se por
poucos pares de bases e, consequentemente, estdo proximos geneticamente. Com isso, existem
indicios que haja expansdo recente das populagdes de H. canis no Brasil, embora estudos
populacionais futuros sejam necessarios assim como outras andlises, incluindo testes de
neutralidade, para se verificar esse fendmeno.

Hepatozon canis apresenta relatos por todo o mundo. Neste trabalho foi possivel
observar que existem isolados da China, Polonia e India que compartilham o mesmo haplétipo
com os isolados brasileiros, portanto, de alguma forma podem ocorrer um fluxo genético entre
as populagdes destes paises, relacionado com os efeitos da migragdo dos humanos, o que
corroboram com estudos recentes (GARCIA-R et al., 2017; GREAY et al., 2018; VASQUEZ-
AGUILAR et al., 2021)

Na andlise filogeografica (Figura 4), existe um maior haplotipo que apresenta varios
isolados brasileiros de diversas regides do Brasil: Sudeste (Sao Paulo e Rio de Janeiro), Centro-
oeste (Goias e Mato grosso do Sul), Sul (Rio grande do Sul e Santa Catarina), Norte (Rondonia)
e Nordeste (Bahia) (Figura 4), e que apresenta o cdo doméstico como o hospedeiro
predominante entre os isolados deste estudo, seguido do R. sanguineus (Figura 5). Isso
corrobora com descri¢des na literatura, em que o cao doméstico se apresenta como um dos
hospedeiros intermedidrios da doenca e que o carrapato marrom (R. sanguineus), predominante
no pais, mostra-se como a espécie que desempenha um papel importante na transmissao desse
protozodario, possuindo distribui¢do abundante entre as regides do pais. Entretanto, alguns
estudos indicam que essa capacidade vetorial pode se comportar de forma distinta entre as
regides (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015; OTRANTO et al., 2015).

No Brasil, estudos indicam a presenca de outras espécies de carrapatos entre os possiveis
vetores do H. canis como A. cajennense € A. ovale (FORLANO et al., 2005; MELO et al., 2016;
RUBINI et al., 2009). Entretanto, ndo existem sequéncias brasileiras depositadas que tenham
esses carrapatos como hospedeiros, o que impediu analisa-los filogeneticamente com os outros
isolados. No presente estudo foram incluidos isolados de R. sanguineus e uma sequéncia
brasileira apresentando como vetor bioldgico Rhipicephalus microplus. Este se agrupou no
haplétipo H12, o que corrobora com o achado de que o carrapato coletado parasitava um cao
doméstico em uma zona rural (Figura 5 e Tabela 6) (DE MIRANDA et al., 2011; PEREZ;
RUBINI; O'DWYER, 2004; RUBINI et al., 2009). Porém, ndo € possivel afirmar se a espécie
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em questdo ¢ um hospedeiro acidental ou se possui importancia no ciclo epidemiologico. O fato
de se agrupar no maior haploétipo brasileiro descrito até entdo pode ocorrer por realmente ter
algum papel importante no ciclo epidemiologico ou simplesmente por haver uma maior
probabilidade de se infectar acidentalmente com isolados desse grupo, dada a sua distribuicao
e nimero de isolados. Além disso, no mesmo haplétipo, existem sequéncias de gato doméstico
e de mamifero marsupial (gamba-de-orelha-branca). Como ja discutido na literatura, H. canis
apresenta uma baixa prevaléncia em gatos, e provavelmente essa espécie € um hospedeiro
acidental (GIANNELLI et al., 2017b). Também existe a hipotese de que marsupiais podem ser
reservatorios do agente assim como os canideos silvestres e domésticos, ou hospedeiros
acidentais, o que denota a necessidade de maiores estudos e andlises a respeito, inclusive de
prevaléncia (ANDRE et al., 2010; CRIADO-FORNELIO et al., 2006; DA SILVA et al., 2017,
DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015; GOMES et al., 2016; KOSEOGLU et al., 2021;
REVATHI et al., 2022; SPOLIDORIO et al., 2009).

Outro haplétipo brasileiro com presenca de isolados do estudo e hospedeiros silvestres,
anta (Tapirus terrestris) e raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), ¢ o HS5. Estudos anteriores
relataram haplétipos semelhantes entre raposas e caes domésticos, havendo alta prevaléncia
nesses animais silvestres na Alemanha. Inicialmente acreditava-se que raposas eram apenas
reservatdrios do agente, porém foi possivel com esses dados de filogeografia e de prevaléncia
confirmar que os canideos silvestres apresentam relacao no ciclo biolodgico de H. canis em caes,
assim como sugerir a presenca de espécies distintas de vetores como hospedeiro definitivo
(ANDRE et al., 2010; CRIADO-FORNELIO et al., 2006; NAJM et al., 2014). No presente
estudo, o hapldtipo H5 ¢ um dos dois unicos haplotipos com isolados brasileiros constituido
exclusivamente por sequéncias de animais silvestres. Isso sugere que pode haver algum ciclo
silvestre do qual o cao doméstico ndo participa no Brasil ou que simplesmente nenhuma
sequéncia de cdo nesse grupo foi amostrada até o presente momento. Mais estudos de
prevaléncia com caracterizagdo molecular sdo necessarios. Outra informacao relevante ¢ que
os animais provenientes de Minas Gerais (anta e raposa-do-campo) e Distrito Federal (raposa-
do-campo) possuem certa proximidade geografica e a mesma espécie de hospedeiro envolvida.
Adicionalmente, pela andlise bayesiana, os isolados de H. canis do Distrito Federal, Minas
Gerais ¢ Rio Grande do Norte mais provavelmente pertencem ao mesmo grupo genético,
indicando com um alto suporte a existéncia de fluxo génico entre essas populagdes (Figura 6).
Existem relatos a respeito de outros patdogenos nessa espécie, mas ainda nao foi confirmada a

sua participagdo no ciclo bioldgico do H. canis, portanto, requer mais estudos para entender



54

como o protozoario se comporta neste hospedeiro em especial (FAVA et al., 2022; GREAY et
al., 2018; HELM et al., 2020; KOLANGATH et al., 2022).

Outro haploétipo brasileiro chamou ateng@o por apresentar como hospedeiros do agente
H. canis um canideo doméstico e uma capivara na mesma regido (Brasil-PA). E possivel sugerir
que os dois hospedeiros ou apresentam alguma participagao no mesmo ciclo bioldgico para o
agente, ou que a capivara seja um hospedeiro acidental. Recomendam-se mais estudos a
respeito da presenca desse hospedeiro no ciclo biologico do agente, além de reforgar a
possibilidade de a infec¢do ocorrer devido a ingestdo ocasional do hospedeiro invertebrado
devido aos habitos alimentares dessa espécie (CRIADO-FORNELIO et al.,, 2006; DE
AZEVEDO GOMES et al., 2018).

Analisando os quatro grupos genéticos e a sua distribui¢ao pelas unidades federativas
no Brasil, percebe-se que os tnicos estados compostos por mais de um grupo genético sao o
Para e Sao Paulo. Além disso, para os grupos genéticos em lilas e azul escuro (Figura 6), nota-
se que diversos estados distantes geograficamente, inclusive de diferentes macrorregioes,
compartilham o mesmo grupo, em especial o em azul escuro. Isso indica a ocorréncia de fluxo
génico desse agente no pais, que deve estar relacionada & movimentagdo de animais silvestres
como também a atividade humana de deslocamento associada com os cdes como animais de
estimagdo. Para se verificar a ocorréncia de diferenciacdo genética, ou seja, se elas sao
estruturadas geneticamente, dentro dos estados e entre eles, € necessario que estudos de genética

populacional sejam realizados.
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5.0 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as sequéncias encontradas na caracterizacao
molecular ampliaram os fragmentos do gene 18S rDNA de H. canis no Brasil, permitindo uma
nova forma de obter maiores fragmentos do gene e esclarecer informagdes do agente no pais.

Através da anélise filogenética e filogeografica foi observado que os isolados brasileiros
ndo se agrupam em um clado monofilético, provavelmente devido ao alto fluxo génico do
agente no mundo. Os isolados apresentaram uma alta diversidade de haplotipos no pais com
proximidade genética entre as sequéncias analisadas. Além disso, a presenga de hospedeiros
préoximos aos canideos silvestres ou domésticos como os mamiferos marsupiais ¢ ungulados
que carecem de mais informacdes sobre a presenga destes hospedeiros no ciclo bioldgico do H.
canis. Sugere-se também a ocorréncia de fluxo génico desse agente no pais, como ja

demonstrado para outras regides no mundo.
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