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PREFACIO

O presente estudo descreve os aspectos moleculares e laboratoriais da
infeccado por Hepatozoon canis.

O capitulo | trata de uma revisdo geral da infeccdo por Hepatozoon sp.,
abrangendo os principais aspectos da enfermidade, como sua defini¢cao, distribuicao
geografica, meios de transmissdo, o ciclo biolégico do hemoparasita, principais
sinais clinicos, principais achados laboratoriais, alteragbes patoldgicas, patogenia,
métodos diagnosticos, a situagdo desta hemoparasitose no Brasil e a
caracterizagao genética do Hepatozoon sp.

O capitulo Il é apresentado no formato de um artigo cientifico, onde se
investiga por meios clinico-laboratoriais e moleculares os principais aspectos da
infeccdo por H. canis em caes de regides periurbanas de Brasilia, tais como, sua
ocorréncia, principais alteragdes hematologicas e bioquimicas e a prevaléncia das
co-infecgdes com Babesia sp, Ehrlichia sp e Leishmania sp.

Finalmente, o capitulo Il refere-se as considerag¢des finais do trabalho de

dissertacao, onde sdo apontadas as principais perspectivas do presente estudo.
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RESUMO

A hepatozoonose canina é uma doenga transmitida pela ingestdo do carrapato
causada pelo protozoario do género Hepatozoon. Os principais objetivos do estudo
foram verificar a ocorréncia da infecgado por Hepatozoon sp. em regiao periurbana
de Brasilia, caracterizar suas principais alteragdes laboratoriais, identificar a espécie
que acomete os caes e verificar a ocorréncia de co-infecgbes, com Ehrlichia sp.,
Babesia sp. e Leishmania sp.. Entre as 187 amostras de sangue de céaes colhidas,
124 foram da Fercal e 63 de um canil no Lago Oeste. No exame clinico os animais
se apresentaram assintomaticos. Na capa de leucdcitos foram encontradas 13
amostras positivas, nenhuma foi positiva no esfregagco sanguineo, apresentando
menos de 1% de neutrdfilos e mondcitos infectados. Na PCR foram encontradas 24
(19,4%) amostras positivas na Fercal e 47 (74,6%) no canil do lago Oeste. Apds a
digestao enzimatica e seqlienciamento destas amostras confirmou-se que a espécie
em questdo € Hepatozoon canis. Os animais positivos apresentaram co-infeccoes
principalmente com Leishmania sp., sequida por Babesia sp. e Ehrlichia sp. As
principais alteragdes laboratoriais observadas nos animais positivos foram basofilia,
eosinofilia, trombocitopenia hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e diminuicdo na
razao A/G. Os resultados permitem concluir que a ocorréncia da infecgdo por
Hepatozoon canis na regido periurbana de Brasilia foi moderada, ocasionada por
uma especie responsavel por baixa parasitemia, bem adaptada ao hospedeiro
intermediario, o cdo, causando uma doenga sub-clinica, ou com sinais pouco
evidentes.

Palavras-chaves: canino, hemoparasita, diagnéstico, PCR
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ABSTRACT

Canine hepatozoonosis is a tick-born disease caused by the protozoa of genus
Hepatozoon. The objectives of this study were to verify the occurrence of
Hepatozoon sp. infection in a periurban region of Brasilia, characterize the mainly
laboratorial alterations, identify the specie which infect the dogs and the occurrence
of co-infections with Ehrlichia sp., Babesia sp. e Leishmania sp. A total of 187 blood
samples were obtained. From these, 124 were from Fercal and 63 from a kennel in
Lago Oeste. On examination the animals had asymptomatic. We found 13 positive
samples in buffycoat and none in blood smear, showing fewer than 1% of neutrophils
and monocytes parasited. At PCR, 24 (19,4%) positive samples were from Fercal
and 47 (74,6%) from Lago Oeste kennel. After enzymatic digestion and sequencing,
Hepatozoon canis infection was confirmed. Hepatozoon positive animals had co-
infections mainly with Leishmania sp, followed by Babesia sp. and Ehrlichia sp.
Mainly laboratorial findings were basophilia, eosinophilia, thrombocythemia,
hypoalbuminemia, hyperglobulinemia and reduced ratio A/G. These results
suggested that Hepatozoon infection at Brasilia periurban region was moderate,
caused by a specie responsible for low parasitemia, adapted to its host, causing a
subclinical disease or without apparent clinical signs.

Key-words: canine, hemoparasite, diagnosis, PCR.

Xiv



CAPITULO |

INTRODUGAO

A hepatozoonose € uma doenga causada pelo protozoario Hepatozoon
(James, 1905). Este género pertence ao filo Apicomplexa e a familia Hepatozoidae,
sendo descritas duas espécies capazes de infectar caes: Hepatozoon canis e
Hepatozoon americanum. O Hepatozoon canis é encontrado em caes da América do
Sul, Estados Unidos, Sudeste da Europa, Oriente Médio, Africa e no Extremo
Oriente, é transmitido principalmente pelo Rhipicephalus sanguineus, conhecido
como carrapato marrom (Baneth et al., 2001, 2003). O Hepatozoon americanum é
encontrado nos Estados Unidos e tem como vetor o ixodideo Amblyomma
maculatum (Vincent-dhonson et al., 1997; Baneth et al,2003). A infec¢ao por H. canis
pode ser subclinica, mas a infeccdo por H. americanum é usualmente letal. Cabe
salientar que a transmissao do Hepatozoon sp. para os caes ocorre por ingestao do
carrapato que contem o oocisto esporulado na sua hemocele, ndo por inoculagao
como acontece com outros hemoparasitas (Baneth et al., 2000).

Até recentemente o diagnostico da hepatozoonose em cées, assim como sua
caracterizacao, eram feitos através da microscopia ou sorologia. Recentemente com
0 uso de técnicas moleculares propiciou um aumento no entendimento do perfil das

hemoparasitoses em caes.



No Distrito Federal, alguns casos de hepatozoonose possuem sinais clinicos
leves, semelhantes a infecgdo por H. canis, mas outros aparentam mostrar
umadoenga severa similar aquelas encontradas nas infecgdes por H. americanum
(Paludo et al., 2003, 2005).

Na analise da sequéncia do DNA do gene 18S rRNA sugere uma proxima
similaridade com Hepatozoon sp. Fukuoka (Paludo et al., 2005). Por conta disto nédo
podemos assumir que H. canis seja a uUnica espécie responsavel pela
hepatozoonose canina no Brasil. Estudos mais detalhados sdo necessarios para
caracterizar melhor esta hemoparasitose e confirmar a possivel ocorréncia de outras
especies de Hepatozoon, tais como analises de casos clinicos adicionais e de genes

para determinar a relagao filogenética entre as espécies de Hepatozoon em caes.

REVISAO DE LITERATURA

Definicao e Taxonomia

A Hepatozoonose € uma doenga transmitida por carrapatos e causada pelo
protozoario Hepatozoon sp. (O’'Dwyer et al., 2004). A classificagdo taxonémica do
género Hepatozoon ficou por muitos anos incerta, pela falta de conhecimento que se
tinha sobre o parasita e seu ciclo evolutivo. Até pouco tempo, devido a similaridade
entre os gamontes de Haemogregarina spp., Karyolisus spp. e Hepatozoon spp.,
este parasita estava distribuido, junto com os demais, na grande familia
Haemogregarinae, porém, a grande diversidade biolégica apresentada pelos
parasitas da Subordem Adeleorina em seus respectivos hospedeiros definitivos
(vetores), justificou a divisdo em familias distintas. Os parasitas do género
Hepatozoon foram entédo classificados como pertencentes a familia Hepatozoidae.
Desta forma, o Género Hepatozoon compreende protozoarios do Império Eucariota,
Superfilo Alveolata, Filo Apicomplexa, Classe Coccidia, Ordem Eucoccidiorida,
Subordem Adeleorina e Familia Hepatozoidea (Forlano et al, 2007).

De acordo com caracteristicas morfologicas e moleculares, acredita-se que os
parasitas do género Hepatozoon s&o os que tém maior proximidade de outros

parasitas do Filo Apicomplexa, como Plasmodium spp. e os piroplasmas (Barta,
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2001). Este género compreende mais de 300 espécies; 46 destas sdo conhecidas
por infectarem mamiferos, 120 répteis e os outros sdo encontrados parasitando
passaros ou anfibios (Smith, 1996). Os hospedeiros definitivos destes protozoarios

sao invertebrados e dentre eles estdo pulgas, carrapatos e insetos (James, 1905).

Nomenclatura e Distribuicao Geografica

Em 1905, na india, Bentley descreveu o primeiro caso de hepatozoonose
canina. O parasita foi encontrado em células polimorfonucleares de caes. Ainda na
india, foi descrito por James, em 1905, sendo uma nova espécie e foi denominado
Leucocytozoon. Porém, em 1910, Wenyon sugeriu que O nhome geneérico
Leucocytozoon fosse substituido por Hepatozoon. A partir dos primeiros relatos, a
doencga causada pelo parasita denominado Hepatozoon canis ja foi observada em
diversas regides, incluindo, América do Sul (Gondim et al. 1998; O’'Dwyer et al.,
2001; 2004, Paludo et al., 2003, 2005; Rubini et al., 2005, 2008; Criado-Fornelio et
al., 2006, 2007 ; Forlano et al,, 2005; Eiras et al., 2007; Yabsley et al. 2008; Mundim
et al., 2008), Estados Unidos (Allen et al.,2008), Sudado (Oyamada et al., 2005),
Nigéria (Sasaki et al., 2008), Israel (Baneth et al., 1995, 1996; Fishman at al., 2004,
Gal et al., 2007), Japao (Inokuma et al., 1998, 1999, 2002), Tailandia (Criado-
Fornelio et al., 2007 ; Jittapalapong et al., 2006; Assarasakorn et al., 2006), Italia (
Gavazza et al., 2003), Espanha ( Stenzenberger and Gothe 1999; Criado-Fornelio et
al.,, 2006, 2007), Frangca (Criado-Fornelio 2008), Turquia (Voyoda et al, 2004;
Karagenc et al.,2005), Bulgaria (Tsachev et al., 2008), Grécia (Mylonakis et al.,
2004) e Croacia (Vojta et al., 2009).

No Brasil, a hepatozoonose canina foi descrita pela primeira vez por Massard
em 1979, em caes do estado do Rio de Janeiro, e subseqientemente foi sendo
diagnosticada em varios outros estados. A primeira ocorréncia de hepatozoonose
nos Estados Unidos da América (EUA) foi descrita no Texas, em 1978, por Craig et
al. e suspeitava-se que a doenga neste pais fosse causada por uma linhagem mais
patogénica do H. canis, pois os animais infectados apresentavam sinais clinicos

severos (Macintire et al., 1997).



Hepatozoonose canina

Hoje se sabe que existem duas espécies de Hepatozoon distribuidas no
mundo, responsaveis pelo desenvolvimento da doenga no cdo, o Hepatozoon
americanum, agente causador da enfermidade nos Estados Unidos e o Hepatozoon
canis, que causa a hemoparasitose difundida praticamente por todo o mundo. Esta
classificagao foi baseada em sinais clinicos, tropismo tecidual, patogenia, achados
morfolégicos e caracteristicas antigénicas e genéticas (Vicent-Johnson et al.; 1997
Baneth et al., 2000).

Segundo Baneth et al. (2003), estudos recentes revelaram que enquanto o H.
canis € mais adaptado ao cao, o H. americanum pode ser considerado um parasita
emergente, com alta viruléncia e que parece ter recentemente atravessado a

barreira entre espécies a partir de um hospedeiro selvagem.

Diferenciacao das espécies de Hepatozoon spp.

Em lIsrael, Baneth et al. (2000) utilizaram a técnica de PCR para sustentar a
evidéncia da separagao entre as duas espécies de Hepatozoon, o H. canis e o H.
americanum. Neste estudo, uma regidao de 368 pares de bases das duas espécies
de Hepatozoon que infectam céaes, proxima ao final do gene 18S do RNA
ribossédmico, foi separada para analise. As regides do H. canis e H. americanum
foram alinhadas com as regides de outras duas espécies de Hepatozoon, uma de
sapos e a outra de cobras. Ao final do alinhamento, ficou demonstrado que existe a
diferenca de 50 pares de bases das 368 (13,59%) entre H. canis e H. americanum,

distancia esta que sustentou a diferenciacdo das duas espécies.

Transmissao

A infeccdo por H. canis ocorre em regides de clima tropical, sub-tropical e
temperado, sendo sua distribuicdo diretamente relacionada com a do hospedeiro
definitivo (vetor). A maior parte dos casos detectados ocorre durante os meses mais
quentes do ano, quando os carrapatos sdo mais abundantes. Em um estudo caso-
controle realizado em lIsrael com 100 caes portadores de hepatozoonose canina,
77% dos casos de doenga ocorreram entre maio e novembro (Baneth e Weigler,

1997). Um estudo realizado ao longo dos meses avaliando o aparecimento periddico



de gamontes de H. canis na circulagao de caes no Japao demonstrou que 0s picos
de parasitemia ocorriam da primavera ao outono (Murata et al.,1993).

O principal vetor do H. canis descrito na Europa e Asia é o carrapato marrom
do cao, Rhipicephalus sanguineus, encontrado em regides tropicais, subtropicais e
temperadas, tornando amplo o potencial de distribuicdo da hepatozoonose por todo
o mundo (Baneth et al., 2001).

No Jap&o algumas outras espécies de carrapatos como Haemaphysalis
longicornus e H. flavas também foram apontados como possiveis vetores (Murata et
al., 1993; Oyamada et al., 2005).

No Brasil, a hepatozoonose canina ocorre principalmente em areas rurais
onde diversas espécies de carrapatos sao encontradas infestando caes, enquanto
que R. sanguineus tem sido associado com transmissdo em areas urbanas. A
presenga de gametocitos circulantes em caes infectados experimentalmente por
administracdo de esporozoitas originados de carrapatos levou a concluséo de que
Amblyomma ovale é um potencial vetor para Hepatozoon sp. (Forlano et al., 2005,
Rubini et al., 2008). A detecgdao de gametdcitos em sangue circulante de caes
recém nascidos de uma mae infectada experimentalmente indicou que Hepatozoon
sp. também pode ser transmitido verticalmente (Forlano et al., 2007).

Nos Estados Unidos, Amblyomma maculatum & conhecido como o vetor do H.
americanum, papel este confirmado por estudos de transmissdo experimental
(Mathew et al., 1998; Panciera et al., 1999; Ewing et al., 2002).

Outra forma de infeccdo potencial que ainda ndo foi demonstrada é a
predacdo de um hospedeiro intermediario por outro hospedeiro intermediario.
Algumas espécies de Hepatozoon que infectam cobras, lagartos e sapos sao
transmitidas através da ingestdo de cistos presentes em tecidos de hospedeiros
intermediarios (Smith, 1996).

Ciclo Biolégico

A hepatozoonose canina é caracterizada por dois tipos de organismos
hospedeiros: o carrapato ixodideo como hospedeiro definitivo e o cdo como
hospedeiro intermediario (Vincent-Johnson et al., 1997). O cdo adquire a
hepatozoonose pela ingestdo do carrapato contendo os esporocistos. No trato

gastrintestinal do cdo, os esporozoitos sao liberados dos esporocistos e penetram as
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paredes intestinais, cujo local ainda nao foi identificado (Panciera e Ewing, 2003),
adentrando a circulagdo sanguinea ou linfatica (Vincent-Jhonson et al., 1997).
Supdbe-se que a acao da bile possa agir na capsula do esporocisto e fazer com que
ocorra a liberacdo dos esporozoitas (Baneth et al., 2007). A rota de dispersao dos
esporozoitas de H. canis depois da ingestdo oral ainda € desconhecida. Nao esta
claro se os esporozoitas penetram no intestino e se disseminam por via hematégena
para seus orgaos alvo ou se sao fagocitados por uma célula do hospedeiro com a
qual ele migrara por via linfatica ou sanguinea para outros tecidos (Baneth et al.
2007). Desta forma, sdo carreados até o baco, medula 6ssea, musculos, figado e
pulmdes. No interior das células dos tecidos periféricos, os esporozoitas dédo origem
aos merontes que, por sua vez, se dividem por fissdo multipla produzindo os
merozoitos, que sao liberados e invadem outras células, perpetuando o processo.
Depois de multiplos ciclos de esquizogonia, a ultima geragdo de merozoitos invade
os leucécitos (mondcitos e neutréfilos), onde originam os gametdcitos, completando
o ciclo no hospedeiro intermediario (Vincent-Johnson et al., 1997). Esta invasao de
merozoitos nos leucocitos e sua transformacao em gametécitos parecem acontecer
no tecido visceral e ndo na circulagdo sanguinea. Somente gametocitos maduros e
nao aqueles em desenvolvimento sdo encontrados no sangue de cées naturalmente
e artificialmente infectados. Presume-se que micromerozoitas que sao liberados de
merontes maduros na medula 6ssea invadam neutrdfilos jovens ou em maturacéo e
monacitos e sao liberados para a circulagdo sanguinea. Outro mecanismo postulado
para a gametogonia no bago, figado, linfonodos e outros tecidos € o recrutamento de
células inflamatdrias para o local da merogonia, em particular na hora da ruptura do
meronte. Neste estagio, merozoitas que estdo livres dos merontes maduros podem
invadir os neutréfilos e mondcitos e se transformarem em gametdcitos (Baneth et al.,
2007). Um mecanismo similar tem sido proposto para a infec¢ao por H. americanum,
onde a merogonia acontece principalmente no tecido muscular e a ruptura dos
merontes parece elicitar uma intensa resposta inflamatéria local. O local da lesao
envolve granulomas vasculares onde os merozoitas penetram nos leucdécitos que
subsequentemente circulam na corrente sanguinea. (Ewing e Panciera, 2003;
Cummings et al., 2005).

O carrapato se infecta ao se alimentar de sangue contendo gametdcitos no

interior de neutroéfilos e mondcitos circulantes (Vincent-Jhonson et al., 1997) e desta



forma, tem inicio a gametogénese e esporogonia (Ewing et al., 2000). Dois
gametécitos se fundem no intestino do carrapato formando o oocineto, que penetra
as paredes intestinais e entra na hemocele, onde matura e forma o oocisto, a
medida que o carrapato desenvolve-se para a fase adulta. Numerosos esporocistos
sao formados no desenvolvimento do oocisto e, em cada esporocisto sdo formados
numerosos esporozoitas. Diferentemente da maioria dos parasitas que causam
enfermidades transmitidas por carrapato, estes organismos permanecem na
hemocele do carrapato e ndo migram para as glandulas salivares ou para o aparelho

bucal do mesmo (Vincent-dhonson et al., 1997).

Ingestao do
carrapato pelo cao

Esporozoitos :
penetram a parede |=> | Merogonia
intestinal
Oocistos T
maturam na
Merogonia
I secundaria

Esporogonia

i

I Hospedeiro definitivo Hospedeiro intermediario ¥

Liberagao de
Gametogénese e merozoitos de
Fertilizacao Gamontogonia | === merontes maturos

3

Carrapato ingere gametdcitos Adaptado de Baneth et al. (2003)
ao se alimentar de sangue

Figura 1. Ciclo biolégico de Hepatozoon sp. Adaptado de Baneth et al.(2003).

Sinais clinicos

H. canis

Quanto a sintomatologia da doenga causada pelo H. canis, ainda existem
algumas divergéncias. O parasita frequentemente é encontrado em leucdcitos de
caes clinicamente sadios. As alteragbes clinicas parecem estar relacionadas a

presenca de doengas concomitantes (Murata, et al., 1991; Harmelin et al., 1992),
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imunossupressao (Gosset et al., 1985) e grau de parasitismo (Baneth e Weigler,
1997). Os sintomas da hepatozoonose parecem ser pouco especificos. A
hepatozoonose é muitas vezes encontrada em associagdo com outras infeccgoes,
especialmente por Ehrlichia e Babesia (O’'Dwyer e Massard, 2001).

A infeccado por H. canis varia desde assintomatica em caes aparentemente
normais, até uma doencga grave e potencialmente fatal que causa extrema letargia,
caquexia e anemia. Uma doenca branda é a forma mais comum desta infecgao e
esta associada com o nivel de parasitemia de H. canis (1 a 5% dos neutrofilos
infectados). Uma grave doenca é encontrada em animais com alta parasitemia,
muitas vezes se aproximando de 100% dos neutrofilos infectados (Baneth and
Weigler, 1997). Altos niveis de parasitemia sédo frequentemente acompanhados de
extrema neutrofilia (até 15.000 neutréfilos/uL de sangue). Estes caes com
leucocitose e alta parasitemia podem ter grande numero de parasitas circulantes
com mais de 50.000 gametdcitos / uL de sangue. Esta massiva parasitemia reflete o
grande numero de merontes nos tecidos, aumentando sua demanda de nutrientes e
causando injuria direta nestes tecidos afetados, levando a extrema perda de peso e
caquexia. De qualquer forma, é aparente que alguns caes expostos ao H. canis
desenvolvem uma infecgdo subclinica com um padréo de baixa parasitemia (Baneth
et al, 1996). Uma imunossupressdo induzida por um agente infeccioso ou
quimioterapia pode influenciar a patogénese de uma nova infec¢éo por H. canis ou a
reativacdo de uma infeccdo pré-existente. A hepatozoonose € muitas vezes
encontrada em associagao com outras infecgdes, especialmente com ehrlichioses e
babesioses (Gondim et al., 1998, Mundim et al 2008). Esta associagdo pode ser
atribuida a presencga do seu vetor, o carrapato R. sanguineus, que também transmite
Babesia sp e Ehrlichia sp. (Gondim et al 1998; O’Dywer et al 2001).

Existem opinides divergentes quanto a patogenicidade do H. canis e a
natureza oportunista deste parasita. A presenca de sinais clinicos muitas vezes
leves, € congruente com a afirmacado de Baneth et al (2003), que alega que a
infeccdo por Hepatozoon canis induz o aparecimento de uma moderada ou
inaparente doenca e é portanto, ndo patogénico.

H. americanum

Em contraste com a doencga branda encontrada na infecgado por H. canis, a

infeccédo por H. americanum é debilitante e muitas vezes fatal. A manifestagédo mais
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comum da hepatozoonose americana inclui febre, dor generalizada, atrofia
muscular, fraqueza e relutancia em se levantar causada pelo grande numero de
cistos de merogonia na musculatura esquelética e lesdes osteoproliferativas
induzidas pelo H. americanum. Dificuldade de locomogao que vao desde rigidez até
completo decubito. Uma leucocitose com valores de 20.000 leucécitos/ uL de
sangue é tipicamente encontrada juntamente com uma baixa parasitemia,
comumente ndo excedendo 0,1% dos leucdcitos circulantes. Sem tratamento a
hepatozoonose americana pode levar a morte dentro de 12 meses (Macintire et al.,
1997).

As diferencgas clinicas observadas na infeccédo por H. canis e H. americanum
é atribuida parcialmente aos diferentes 6rgéos alvos onde ocorre a merogonia. H.
americanum, afeta principalmente a musculatura esquelética e o musculo cardiaco,

e induz a uma miosite piogranulomatosa (Baneth e Weigler, 1997).

Patologia clinica

Alteragoes hematoldgicas

Uma das principais alteragdes hematologicas descrita é a leucocitose em
associacdo com neutrofilia com desvio para a esquerda, monocitose e anemia, que
é do tipo normocitica normocrémica, ndo regenerativa, na maioria dos casos (Barton
et al., 1985; Baneth et al.,1995; Baneth e Weigler, 1997, Macintire et al., 1997,
Panciera et al., 1997; Inokuma et al., 2002, Paludo et al., 2003), trombocitopenia em
alguns casos (Ezeokoli et al., 1983; Baneth et al., 1995; Baneth e Weigler, 1997;
Macintire et al., 1997; Panciera et al., 1997; Inokuma et al., 2002) e trombocitose em
outros (Macintire et al., 1997), bem como eosinofilia (Ezeokoli et al., 1983; Barton et
al., 1985), eosinopenia (Craig et al., 1978; Barton et al., 1985, Mundim et al., 2008) e
em alguns casos com eosindfilos com macrogrénulos (Paludo et al., 2003) e
linfocitose em outros (Barton et al., 1985).

Alteragoes bioquimicas

Na bioquimica sérica, sdo observadas aumento na concentragcado da fosfatase
alcalina, hipoalbuminemia (Baneth e Weigler, 1997; Macintire et al., 1997; Inokuma
et al., 2002), e diminuicdo na concentracdo de nitrogénio ureico sanguineo

(Macintire et al., 1997), podem apresentar ainda hiperglobulinemia (Baneth e



Weigler, 1997; Macintire et al., 1997), e aumento na atividade da creatinina cinase
(Baneth e Weigler, 1997; Inokuma et al., 2002).

Anatomia patolégica

Na anatomia patoldégica da infecgado por H. canis, o bago € o local onde se
encontram as maiores evidéncias, como esplenomegalia, pontos focais
esbranquicados e necrose multifocal (Baneth e Weigler, 1997). Na histopatologia
podem-se observar esquizontes em varios estagios de desenvolvimento no figado,
pulmdes, rins, medula 6ssea, pleura, mas principalmente no bago (Baneth e Weigler,
1997).

No miocardio sdo observadas éareas focais de miocardite moderada
subaguda, com numerosos neutrofilos e histiocitos e areas de infarto agudo sem
parasitas visiveis (Baneth et al., 1995). Segundo Baneth e Weigler (1997) e Mccully
et al. (1975), podem ocorrer hepatite com hiperplasia das células de Kupffer,
infitracdo de neutrdfilos e células mononucleares relacionadas com o
desenvolvimento dos merontes no figado. A presenga de H. canis nos pulmdes esta
associada com pneumonia intersticial e a invasdo do septo alveolar por células
inflamatorias. Lesbes renais incluem glomerulonefrite e nefrite intersticial com um
parasitismo que varia de moderado a intenso, com a presenca de merontes em
desenvolvimento. (Baneth e Weigler, 1997 e Mccully et al., 1975)

As lesbes macroscépicas associadas a hepatozoonose americana sao mais
limitadas. Pode ocorrer reducdo da massa muscular, principalmente nos musculos
temporais, aumentos dos ganglios linfaticos e bago. A maioria dos animais
apresenta proliferacao periosteal disseminada e simétrica (Ewing e Panciera, 2003).
Na biopsia muscular evidencia-se miosite caracterizada por inflamagao
piogranulomatosa (Macintire et al., 1997). A célula hospedeira fica com uma
aparéncia de célula fagocitica que € inicialmente localizada entre o midcitos
(Panciera et al., 1999). Camadas concéntricas de material mucopolissacarideo sao
depositadas ao redor da célula hospedeira formando uma grande estrutura cistica
(250 a 500um de diametro), dando uma aparéncia de pele de cebola, que ndo é

encontrado em caes infectados com H. canis (Vincent-Jhonson et al., 1997).
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Patogenia

A anemia observada nos cédes infectados com H. canis, esta associada a
cronicidade da infecgdo, assim como pela concomitante associagcdo com outros
patdgenos, tais como Ehrlichia sp. e Babesia sp e com a ocorréncia de diarréia
sanguinolenta em alguns animais (Beuafils e Martin-Granel 1988)

De acordo com Gaunt et al. (1983) a neutrofilia por leucocitose ocorre devido
a invasao parasitaria e multiplicacédo nos tecidos e 6rgdos dos animais, levando a
uma resposta inflamatéria exacerbada por uma infecgdo bacteriana secundaria,
intercorrente com outro hematozoario, enquanto que a eosinopenia, segundo
Mundim et al. (2008) ocorre devido a destruicdo deste tipo de célula causada pela
doencga. Por outro lado, a eosinofilia e a basofilia encontradas em alguns animais
sdo explicadas pelo fato de que eosindfilos e basofilos desempenham muitas
funcbes em associagao e participam de reacdes inflamatorias com efeitos tanto
protetores quanto patoldgicos (Young 2000; Scoth and Stochman, 2000).

Considerando as alteragdes bioquimicas, a hipoalbuminemia ¢é ocasionada
pela diminuicdo no aporte de proteinas, pela inflamagado crbénica ou perda renal,
induzidos pela infecgdo. A hiperglobulinemia é resultante do aumento de a e
globulinas , como resposta ao processo inflamatorio (Vincent-Jhonson et al., 1997).
O moderado aumento na concentracdo de creatina cinase € resultante das
alteracdes inflamatorias musculares (H. americanum) ou pelas lesdes de decubito; o
aumento da fosfatase alcalina pelas lesdes hepaticas ou pelo aumento da atividade
osteoblastica (Baneth e Weigler, 1997; Vincent-Jhonson et al., 1997). A redugéo no
nitrogénio ureico sanguineo é ocasionada pela diminuicdo do aporte de proteinas
(Vincent-Jhonson et al., 1997). A hipoglicemia é decorrente do catabolismo da

glicose pelos leucécitos (Gaunt et al., 1983; Macintire et al., 1997).

Diagnéstico

O diagnéstico de H. canis é feito principalmente pela detec¢cao de gametdcitos
em neutréfilos e mondcitos em esfregaco sanguineo periférico (Baneth et al., 1995).
Ja em caes infectados com H. americanum dificimente se encontram gametdcitos
em esfregagos sanguineos e o diagndstico é realizado principalmente pela bidpsia

muscular (Macintire et al., 1997).
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Outra forma de diagnéstico € por meio da detecgao de formas teciduais de H.
canis a partir de biopsia ou no exame post-mortem, principalmente nos casos em
que os gamontes circulantes forem raros (Harmelin et al., 1992).

Em 1994, Shkap et al. desenvolveram um teste soroldgico para deteccédo de
anticorpos de H. canis utilizando imunofluorescéncia indireta. O teste utiliza como
antigenos leucdcitos parasitados de um animal com parasitemia elevada e se
mostrou mais sensivel que o diagndstico por esfregaco sangulineo.

Recentemente, técnicas moleculares incluindo PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) e a analises de sequencias tém sido utilizadas para o diagndstico da
infeccdo por Hepatozoon sp. e especificagcdo das amostras (Baneth et al., 2000;
Inokuma et. al., 2002; Criado-Fornelio et. al., 2003 ; Rubini et al., 2005). A principal
vantagem das técnicas moleculares é a especificidade e sensibilidade para a
detecgédo de patdogenos no sangue e no vetor artrépode (Inokuma et al., 2002). A
infeccdo por H. canis foi detectada pela primeira vez através da PCR do gene 18S
rRNA por Mathew et al. (2000).

A hepatozoonose no Brasil

Existem poucos estudos no Brasil relacionando as alteragdes clinicas,
hematoldgicas e bioquimicas apresentadas por animais infectados por Hepatozoon.
Dos casos descritos, foram observados como principais sinais clinicos anorexia,
palidez e mucosas, perda de peso, dor, diarréia, vomitos, dificuldades de locomocao,
febre, poliuria e polidipsia (Gondim et al., 1998; Aguiar et al., 2004, Mundim et al,
2008).

No estado de Sao Paulo, entre oito animais estudados, a maioria apresentava
anemia, leucocitose com neutrofilia, monocitose, linfocitose em alguns e linfopenia
em outros. As alteracdes bioquimicas encontradas foram elevagbes nas
concentracdes séricas de fosfatase alcalina, uréia, creatinina, ALT, AST e creatina
cinase e diminuicdo na concentracao sérica de albumina. Os animais apresentaram
baixa parasitemia (5%). E importante salientar que estes animais apresentavam
outras enfermidades concomitantes, tais como hemoparasitoses, endoparasitoses,
nefropatias e hemopatias, o que pode ter contribuido na severidade da patologia
observada (Gondim et al., 1998). Em outro estudo, também realizado no estado de

Sao Paulo, feito com trés caes, os animais apresentaram apatia, prostracao,
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tremores musculares, febre, tosse, secre¢ao oculo-nasal purulenta, linfadenopatia.
Os achados hematoldgicos foram anemia regenerativa, leucocitose por neutrofilia,
linfopenia e monocitose. Os exames bioquimicos revelaram hiperglobulinemia,
hipoalbuminemia e aumento na concentragdo sérica de creatina cinase (Aguiar et
al., 2004).

Em Minas Gerais, 0s animais apresentaram anemia normocitica
normocrémica, leucocitose com neutrofilia com desvio a esquerda e eosinopenia. Os
caes assintomaticos apresentaram baixo numero de leucécitos parasitados (Mundim
et al., 2008).

No Distrito Federal, cdes apresentaram a contagem de células brancas
menores ou dentro dos valores de referéncia para a espécie, diferentes daqueles
animais observados por Baneth et al (2003) e Ewing e Pancieira (2003). Os
gametécitos foram encontrados no esfregago sanguineo infectando menos de 1%
dos leucécitos, semelhante ao encontrado por Baneth et al (2003) em H.
americanum, mas os sinais clinicos foram similares aos dos animais infectados por
H. canis ( Paludo et al 2003, 2005). Além destes achados a histopatologia do tecido
muscular revelou uma leve a moderada degeneragido, crénica e multifocal de
miofibrilas e atrofia. Estes tecidos musculares ndo contém foco de inflamacéao
piogranulomatosa ou estruturas cisticas como observados em H. americanum. Estes
achados contrastam com outros casos descritos no Brasil, onde multiplos 6rgaos

sao afetados (com excegédo do musculo). (Paludo et al 2005).

Caracterizagao genética de Hepatozoon sp.

Estudos envolvendo a genética molecular de Hepatozoon sp. em canideos,
destaca dois gendtipos de H. canis que foram descritos. O primeiro foi encontrado
em lIsrael por Baneth et al. (2000) e o segundo foi sequenciado no Japao por
Inokuma et al. (2002) (Criado-Fornelio et. al., 2007). A presenca destes dois
gendtipos tém sido descritos em diferentes partes do mundo, como no Brasil (Rubini
et al, 2005; Criado-Fornelio et al., 2006, Forlano et al., 2007, Paludo et al., 2005) ,
Espanha (Criado-Fornelio et al., 2003, 2006 ), Turquia (Karagenc et al., 2005),
Sudéao (Oyamada et al., 2005), Venezuela (Criado-Fornelio et al., 2007) , Argentina
(Eiras et al, 2007), Franga (Criado-Fornelio et al., 2008), Croacia (Vojta et al., 2009).
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No Brasil, com a recente disponibilidade de ferramentas moleculares e um
aumento nas sequéncias de Hepatozoon depositadas no Genbank, as pesquisas
tém focado na caracterizagdo genética das espécies de Hepatozoon identificadas,
pois os achados contrastam com outros casos descritos no Distrito Federal (Paludo
et al., 2005). A analise filogenética baseada no sequenciamento do gene 18S rRNA
mostrou que a sequéncia das amostras de caes do Estado do Rio de Janeiro é
agrupada juntamente com as espécies de H. canis disponiveis no Genbank,
separadamente de outras espécies de Hepatozoon sp, incluindo H. americanum
(Forlano et al., 2007) e, em Sao Paulo, a espécie encontrada é H. canis e que esta
proximamente relacionada com H. sp Fukuoka, mas também significativamente
diferente de H. americanum (Rubini et al., 2005). No Distrito Federal foi demonstrado
que Hepatozoon sp que infecta caes é também muito proximamente relacionado
com Hepatozoon. sp Fukuoka (99,4%) e mais distantemente do H. americanum
(95,6%). Clinicamente, casos de hepatozoonose no Japao tém alguma similaridade
com estes casos do Distrito Federal, mas apresentam também algumas diferencas:
Inokuma et al. (2002) ndo descreveram lesdes na bidpsia muscular e os animais

estudados por ele apresentaram maior parasitemia (3-11%) (Paludo et al, 2005).

OBJETIVOS

Verificar a ocorréncia da infecgado por Hepatozoon sp. em regiao periurbana
de Brasilia;

Caracterizar as principais alteragdes clinicas, hematolégicas e bioquimicas da
infeccado por Hepatozoon sp.;

Identificar a espécie de Hepatozoon sp. que acomete o0s caes em regiao
periurbana de Brasilia (Fercal e Lago Oeste);

Verificar a ocorréncia de co-infeccdo de Hepatozoon sp., com Ehrlichia sp.,

Babesia sp. e Leishmania sp..
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CAPITULO Il

INVESTIGACAO CLINICO-LABORATORIAL E MOLECULAR DA INFECCAO POR
Hepatozoon canis EM CAES DA REGIAO PERIURBANA DE BRASILIA.

INTRODUCAO

A hepatozoonose é uma doenga causada pelo protozoario Hepatozoon,
membro da familia Hepatozoidae, transmitida aos caes por meio da ingestdo de
carrapatos infectados (James, 1905).

O género Hepatozoon compreende mais de 300 espécies, sendo que
apenas duas sao conhecidas por infectarem os caes (Canis familiares). O
Hepatozoon canis e Hepatozoon americanum (Baneth et al., 2003). A espécie H.
canis é comumente associada com a hepatozoonose em cdes da Europa, Asia,
Africa e América Latina. Em geral a hepatozoonose causada por H. canis
caracteriza-se como uma doenga branda e crénica, afetando baco, linfonodos e
medula Ossea, resultando em anemia e letargia (Baneth e Weigler,1997). As
caracteristicas hematoldgicas sdo anemia ndo regenerativa, trombocitopenia,
leucocitose com neutrofilia, linfopenia e monocitose, hiperproteinemia,
hipoalbuminemia e aumento nas concentragbes de creatinina cinase e fosfatase
alcalina séricas (Baneth e Weigler, 1997; Gavazza et al., 2003; Gondim et al., 1998,
Paludo et al, 2003; Aguiar et al., 2004). H. canis € comumente co-transmitido com

outros  hemoparasitas, tais como, Babesia sp. e Ehrlichia  sp.



Na Ameérica do Norte, Hepatozoon americanum tem sido identificado como o
agente causador de uma doencga severa e emergente que afeta os caes levando-os
a morte (Vincent-Jhonson et al., 1997; Baneth et al.,2003).

A transmissdo do Hepatozoon para os caes € mediada pela ingestdo de
carrapatos infectados, o hospedeiro definitivo invertebrado, onde o parasita
desenvolve a fase sexual do seu ciclo de vida. Durante o ciclo em vetores
artropodes o0s esporozoitas se desenvolvem dentro dos esporocistos que sao
transmitidos quando carrapatos infectados sao ingeridos pelo hospedeiro
vertebrado. Diversas espécies de carrapatos tém sido descritas como potenciais
vetores. Nos Estados Unidos, Amblyomma maculatum é conhecido por transmitir H.
americanum, e seu papel como vetor ativo foi confirmado por estudos de
transmissao experimental (Mathew et al., 1998; Panciera et al., 1999; Ewing et al.,
2002). Em contraste, H. canis é conhecido por ser transmitido por Rhipicephalus
sanguineus (Christophers, 1907; Craig et al, 1978; Baneth et al 1998) e também o
carrapato Amblyomma ovale é apontado como um potencial vetor no Brasil (Forlano
et al., 2005, Rubini et al., 2008). No Japao, estudos recentes consideram o carrapato
Haemophysalis sp., como suspeito de ser o vetor desta hemoparasitose (Murata et
al., 1995; Oyamada et al., 2005).

Até recentemente o diagndstico da hepatozoonose em céaes, assim como sua
caracterizacao, eram feitos através da microscopia ou sorologia. Hoje em dia com o
uso de técnicas moleculares tem-se aumentado a descoberta e o entendimento do
perfil das hemoparasitoses em cdes. No Brasil, o agente causador da
hepatozoonose tem sido identificado como H. canis (Alencar et al., 1997; O’Dwyer et
al.,, 2001), em muitos casos os autores tém descrito os isolados encontrados
também como Hepatozoon sp (O’'Dwyer et al., 2001, Paludo et al., 2003, 2005).

No Distrito Federal, alguns casos de hepatozoonose possuem sinais clinicos
leves, semelhantes a infecgdo por H. canis, mas outros aparentam mostrar uma
severa doenga similar aquelas encontradas nas infec¢gées por H. americanum
(Paludo et al., 2003, 2005). Porém a analise da sequéncia do DNA do gene 18S
rRNA sugere uma proxima similaridade com Hepatozoon sp. Fukuoka (Paludo et al.,
2005). Por conta disto ndo podemos assumir que somente H. canis seja a espécie
responsavel pela hepatozoonose canina no Brasil. Estudos mais detalhados sao

necessarios para caracterizar melhor esta hemoparasitose e confirmar a possivel



ocorréncia de outras espécies de Hepatozoon, tais como analises de casos clinicos
adicionais e de genes para determinar a relagéo filogenética entre as espécies de
Hepatozoon sp. em caes. Com base nisto, os principais objetivos deste estudo sao:
verificar a ocorréncia da infeccdo por Hepatozoon sp. em regido periurbana de
Brasilia; caracterizar as principais alteracbes hematolégicas e bioquimicas da
infeccao por Hepatozoon sp.; identificar a espécie de Hepatozoon sp. que acomete
0s caes em regidao periurbana de Brasilia (Fercal e Lago Oeste) e verificar a
ocorréncia de co-infeccdo de Hepatozoon sp., com Ehrlichia sp., Babesia sp. e

Leishmania sp.

MATERIAIS E METODOS

Colheita de sangue e Analise Hematolégica

Foram utilizadas amostras de sangue de caes oriundos de regides
periurbanas de Brasilia, todos sem raga definida (SRD), machos e fémeas de
diferentes idades. Os animais pertenciam a regido da Fercal (Sobradinholl) e a um
abrigo de caes do Lago Oeste.

As amostras foram colhidas entre os periodos de abril de 2008 a maio de
2009.

Os animais foram submetidos a um exame clinico de acordo com a ficha
clinica em anexo (Anexo Ill). A seguir os animais foram contidos para a colheita de
sangue por pungao da veia cefalica ou jugular. Foram utlilizadas seringas de 3,0 a
5,0mL e agulhas de 0,7 x 25 mm. As amostras foram acondicionadas em tubos com
e sem EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético). Neste momento foram também
preparados esfregacos sanguineos da borda de orelha, que posteriormente foram
corados com pandtico. As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas
durante o seu transporte até o laboratério de Patologia Clinica.

No laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario de Pequenos
Animais da UnB, parte das amostras com EDTA foram processadas imediatamente
para a realizacdo de hemogramas completos. Foi utilizado um contador semi-

automatico de células para uso veterinario (modelo CELM - CC550) para a
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determinacdo do numero de hemacias, de leucdcitos e a concentragdo de
hemoglobina. Os valores do volume corpuscular médio (VCM), concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM)
foram determinadas por calculo. O hematdcrito (VG) foi determinado pela técnica do
microhematdcrito. As proteinas plasmaticas totais foram determinadas com o auxilio
do refratbmetro. Foram ainda preparados esfregagos de sangue total e capa de
leucdcitos corados com pandético e May-Grunwald-Giemsa (MGG) para a realizagao
do diferencial leucocitario, observagcdo morfolégica das células sanglineas e
pesquisa de hemoparasitos. As plaquetas foram diluidas em solucido de Brecher
(oxalato de amodnio a 1%) e a contagem foi realizada em camara de Neubauer.

O restante das amostras com EDTA foi congelado para posterior extracdo do
DNA e realizacado da reagao de polimerizagdo em cadeia (PCR).

Das amostras sem anticoagulante, foi obtido o soro para a determinagéo das
concentragdes séricas das proteinas totais (PT), albumina, globulinas, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA),
uréia e creatinina, utilizando kits bioquimicos especificos (Labtest ®) e leitura em um

analisador bioquimico semi-automatico (Bio2000 — Bioplus®).

Extracao do DNA

O DNA foi extraido, a partir das amostras com EDTA no laboratério de
Microbiologia Molecular e Biotecnologia (MMB), com a utilizagao de kits comerciais
(QlAamp DNA blood mini kit - Qiagen®), seguindo as recomendagdes do fabricante.

As amostras de DNA foram mantidas a -20°C até o momento da realizagéo da PCR.

PCR (reacao em cadeia da polimerase)

Todas as reacdes foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia Molecular
e Biotecnologia (MMB) da UnB. Em todas elas foram utilizados controles negativos e
positivos para avaliar a ocorréncia de contaminagao de reagentes e a sensibilidade
da reacdo, respectivamente. Como controle negativo, foi utilizado agua e como
controle positivo foi utilizado DNA de um animal infectado com o agente em questéo
(Hepatozoon sp., Babesia sp., Ehrlichia sp e Leishmania sp.). No inicio da
padroniza¢ao de cada reagao, utilizou-se, além da agua, amostra de DNA de um céao

higido como controle negativo para avaliar a especificidade da mesma. Para evitar
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contaminagao com produtos de PCR, a extracdo, a amplificagdo e a eletroforese dos
produtos amplificados, foram realizadas em diferentes setores do laboratério. Todas

as reagoes foram realizadas no mesmo termociclador (Biorad®).

Identificacao das amostras positivas para Hepatozoon sp.

Foram utilizados os oligonucleotideos Hep-F (5°-ATA CAT GAG CAA AAT
CTC AAC 3’) e Hep-R (5’ CTT ATT ATT CCA TGC TGC AG-3’), que anelam no gene
18S rRNA de Hepatozoon sp., resultando em um produto de 666 pares de bases
(pb) (Inokuma et al., 2002). Foram adicionados os seguintes componentes na
mistura de PCR: 5 pmol de cada oligonucleotideo, 1X tampéo da Taq polimerase
(Invitrogen®), 2,5mM de MgCl; (Invitrogen®), 0,4mM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP - Invitrogen®), 0,8 U de Tag DNA polimerase (Taq platinum - Invitrogen®) e
2,0uL do DNA da amostra, para um volume final de 25uL. Os ciclos de amplificagao
foram: desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos repetitivos de 30
segundos em 95°C, 30 segundos em 52°C e 90 segundos em 72°C, seguidos de 5
minutos de extensao final em 72°C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel
de agarose a 1% corado com brometo de etidio, sendo fotografados em
transluminador sob luz UV.

Das amostras positivas com os oligonucleotideos Hep-F e Hep-R, foi
realizada uma segunda PCR com os seguintes oligonucleotideos: Hep-1(5’-CGC
GCA AAT TAC CCA ATT-3’) e Hep-4, (5-TAA GGT GCT GAA GGA GTC GTT TAT-
3”) (Criado-Fornelio et al., 2006), que anelam em uma sequéncia especifica do gene
18S rRNA de Hepatozoon sp., resultando em um produto de 665 pb que possui um
sitio de restricdo para a enzima Pstl. Esta segunda PCR teve a finalidade de
possibilitar a realizagdo da digestdo enzimatica e caracterizagdo das espécies
encontradas. Foram adicionados os seguintes componentes na mistura de PCR:
10pmol de cada oligonucleotideo, 1X tamp&o da Taq polimerase (Invitrogen®),
2,5mM de MgCl; (Invitrogen®), 0,4mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP -
Invitrogen®), 0,8U de Taq DNA polimerase (Taq platinum - Invitrogen®) e 2,0uL do
DNA da amostra, para um volume final de 25uL. Os ciclos de amplificacdo foram:
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos repetitivos de 30 seg em 95°C,
30 segundos em 52°C e 90 segundos em 72°C, seguidos de 5 minutos de extensao

final em 72°C. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de
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agarose a 1% corado com brometo de etidio, sendo fotografados em transluminador
sob luz UV.

Digestao enzimatica

Para caracterizagdo molecular das amostras amplificadas com os
oligonucleotideos Hep-1 e Hep-4, os produtos da PCR foram submetidos a digestéao
enzimatica (RFLP — restriction fragment lenght polymorphism analysis), utilizando a
enzima Pstl (Criado — Fornelio et al, 2007). O seguinte protocolo foi utilizado: 5 yL de
produto amplificado da PCR foi utlilizado para digestdo com 0,5 uL (6Ul) da enzima
Pst I (Invitrogen®) em um volume final de 10 uL. A seguir incubou-se a mistura em
banho Maria a 37°C por 2 horas. O resultado da digestdo foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo e sendo

fotografado em transluminador sob luz UV.

Identificacao de co-infec¢cao dos animais positivos para Hepatozoon sp,
com Ehrlichia, Babesia e Leishmania

As amostras positivas para Hepatozoon sp. utilizando-se os oligonucleotideos
Hep-F e Hep-R foram testadas para outras infecgdes.

Ehrlichia sp.

Para verificar a ocorréncia de co-infeccdo com Ehrlichia sp foram utilizados
os oligonucleotideos Dsb-330 (5-GATGATGTCTGAAGATATGAA ACA AAT-3'), e
Dsb-728 (5'-CTGCTCGTCTATTTACTTCTTAAAGT-3') que anelam no gene 16S
rRNA e resultam em um produto de aproximadamente 400 pb (411-421pb
dependendo da espécie) (Doyle et al., 2005). Foram adicionados os seguintes
componentes na mistura de PCR: 10pmol de cada oligonucleotideo, 1X tamp&o da
Taq polimerase (Invitrogen®), 5mM de MgCl; (Invitrogen®), 0,4mM de dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP - Invitrogen®), 0,4U de Tag DNA polimerase (Taq platinum -
Invitrogen®) e 5,0uL do DNA da amostra, em um volume final de 25uL. Os ciclos de
amplificagdo foram: desnaturagado inicial a 95°C por 2 minutos, 50 ciclos de
amplificagdo (desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 58°C por
30segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos) e extensdo final a 72°C por 5

minutos. Produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a
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1,5% corado com brometo de etidio, sendo fotografados em transluminador sob luz
uVv.

Leishmania sp.

Para Leishmania sp. foram utilizados 3 oligonucleotideos (LFW: 5’-GGG TAG
GGG CGT TCT GCG AA-3° e uma mistura de 1:1 de oligonucleotideos LBW1: 5'-
GGC CCACTA TAT TAC ACC AAC CCC-3'/LBW2: 5-CCG CCC CTATTT TAC ACC
AAC CCC-3’) que anelam na origem de replicagdo de ambas as fitas da molécula
do minicirculo de kDNA do parasita e amplifica uma regido conservada de 120 pb
(Disch et al., 2003). Foram adicionados os seguintes componentes na mistura de
PCR: 13pmol de cada oligonucleotideo, 1X tampé&o da Taq polimerase (Invitrogen®),
3,3mM de MgCI;, (Invitrogen®), 0,4mM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP -
Invitrogen®), 1,2U de Taq DNA polimerase (Taq platinum - Invitrogen®) e 2,0uL do
DNA da amostra, em um volume final de 25uL. Os ciclos de amplificagao foram:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, 40 ciclos de amplificagdo (desnaturagéo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 63°C por 30 segundos, extensao a 72°C por
10 segundos) e extensao final a 72°C por 5 minutos. Produtos de PCR foram
visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, sendo
fotografados em transluminador sob luz UV.

Babesia sp.

Para Babesia sp, foram utilizados os primers 5-22-F(5’-GTT GAT CCT GCC
AGT AGT-3’) e 1661-R (5’-AAC CTT GTT ACG ACT TCT C-3’) que anelam em uma
sequéncia especifica do gene 18S rRNA de Babesia sp. e resulta em um produto de
339 pb (Birkenheuer et al., 2003). Foram adicionados os seguintes componentes na
mistura de PCR: 25pmol de cada oligonucleotideo, 1X tampao da Taq polimerase
(Invitrogen®), 3,3mM MgClI; (Invitrogen®), 0,4mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP
- Invitrogen®), 0,8U de Taq DNA polimerase (Taq platinum - Invitrogen®) e 5,0ul do
DNA da amostra, em um volume final de 25uL. Os ciclos de amplificagao foram:
desnaturacao inicial de 95°C por 5 minutos e 50 ciclos repetidos de 95°C por 45
segundos,58°C por 45 segundos,72°C por 45 segundos e extensao final de 72°C por
5 minutos. Produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% corado

com brometo de etidio, sendo fotografados em transluminador sob luz UV.
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Avaliacao da qualidade da extragao do DNA
As amostras que se apresentaram negativas na PCR foram submetidas a uma
segunda reagao para testar a qualidade da extragdo do DNA e reduzir a quantidade
de falsos negativos devido a presenga de inibidores da PCR. Para isto foram
utilizados os oligonucleotideos GAPDH-F (5-CCT TCA TTG ACC TCA ACT ACA T-
3’) e GAPDH-R (5°-CCA AAG TTG TCA TGG ATGACC-3’) que anelam em uma
sequéncia especifica do gene da enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e
resulta em um produto de 400 pb (Birkenheuer et al., 2003). Foram adicionados os
seguintes componentes na mistura de PCR: 10pmol de cada oligonucleotideo, 1X
tampéo da Taq polimerase (Invitrogen®), 2,5mM de MgClI; (Invitrogen®), 0,4mM de
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP - Invitrogen®), 0,8U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®) e 2,0uL do DNA da amostra, em um volume final de 25uL. Os ciclos de
amplificagdo foram: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, 40 ciclos de
amplificagdo (desnaturagdo a 95°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por 45
segundos, extensao a 72°C por 45 segundos) e extensao final a 72°C por 2 minutos.
Produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1,5% corado com brometo

de etidio, sendo fotografados em transluminador sob luz UV.

Sequenciamento das amostras

Foram enviadas para a Universidade Catodlica de Brasilia, produtos da PCR
amplificados com os oligonucleotideos Hep-F e Hep-R, para confirmagdo da
especificidade da reacao por Hepatozoon sp. (Hepatozoon Brasilia1) e também trés
amostras que foram amplificadas com os oligonucleotideos Hep-F e Hep-R e que
nao amplificaram em uma segunda reacdo com os oligonucleotideos Hep-1 e Hep-4

(Hepatozoon Brasilia 2, 3 e 4).

Analise estatistica

Para analise estatistica, as amostras foram separadas primeiramente em
animais positivos e negativos para a infecgdo por Hepatozoon sp., de acordo com as
localidades (Fercal e Lago Oeste) e em uma segunda analise estes grupos foram
separados nas mesmas categorias, sem considerar a localidade (Fercal e Lago
Oeste).
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Apos a identificagdo das co-infecgdes, os animais foram divididos em trés
grupos: G1, grupo dos animais positivos somente para Hepatozoon sp., sem co-
infeccbes com Ehrlichia sp., Babesia sp., e Leishmania sp.; G2, grupo dos animais
positivos para Hepatozoon sp. apresentando co-infecgdes, com Ehrlichia sp.,
Babesia sp.e Leishmania sp. e G3, grupo dos animais negativos para Hepatozoon
sp. Estes grupos foram separados por localidade (Fercal e Lago Oeste) e em uma
segunda analise foram agrupados seguindo as mesmas categorias anteriores, sem
considerar o efeito local.

As variaveis, VG, numero de hemacias, VCM, CHCM, HCM, numero de
leucdcitos, bastonetes,  segmentados, linfécitos, monaocitos, eosindfilos,
basdfilos, PPT, numero de plaquetas, ALT, AST, FA, uréia, creatinina, proteina total
sérica, albumina, globulina, razao A/G foram comparados,
nos diferentes grupos (positivos e negativos e G1 e G2 e G3), por meio do PROC

GLM, utilizando-se o teste de Duncan, com intervalo de confianga de 95%.

RESULTADOS

Foram utilizados no experimento 187 amostras de sangue de caes, todos sem
raca definida, machos e fémeas de diversas idades. Destes animais, 124 pertenciam
a regiao da Fercal e 63 ao canil do Lago Oeste.

No exame clinico realizado no momento da colheita das amostras de sangue,
nenhum animal apresentou qualquer sinal de doenga aparente.

Na pesquisa de hemoparasitas nos esfregagcos sanguineos dos animais da
Fercal nao foi encontrada nenhuma amostra positiva para Hepatozoon sp., enquanto
que no Lago Oeste foram encontradas 13 (27,7%) (Figura 2). Nestas amostras do
Lago Oeste, todas foram positivas na capa de leucdcitos, uma foi positiva também
na borda de orelha e nenhuma amostra foi positiva no esfregago sanguineo. Nas
amostras positivas, os gametocitos foram observados em menos de 1% de
neutréfilos e mondcitos, reiterando a baixa parasitemia.

Na PCR, quando se utilizou os oligonucleotideos Hep-F e Hep-R foram

observados produtos no tamanho de 666 pb, conforme o local de anelamento destes
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oligonucleotideos no gene 18S rRNA do Hepatozoon sp. (Figura 3). Para confirmar a
especificidade da reacdo, uma amostra (Hepatozoon Brasilia 1) foi enviada para o
sequenciamento genético e a sequéncia de bases obtida foi comparada com outros
genes no Genbank utilizando-se o programa BLAST, disponivel em
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&BLAST PROGRAMS=me
gaBlast&PAGE _TYPE=BlastSearch&SHOW_ DEFAULTS=0on&LINK LOC=blasthom,

resultando em 97% de similaridade com varios genétipos de Hepatozoon canis. Os

resultados dos animais positivos e negativos em ambos o0s locais estédo
apresentados na Tabela 1. Todos os animais positivos no esfregaco sanguineo
foram positivos também na PCR. A PCR se mostrou quase seis vezes mais sensivel

que a pesquisa de hemoparasita no esfregaco sanguineo (Tabela 2).

Figura 2. Gametécito de Hepatozoon sp. em monocito (A) e neutréfilo (B) de cao (seta)
(aumento de 1000X-coloragao panético).

s00pb <«— 666 pb
300pb —»
100pb —¥

Figura 3. Gel resultante da eletroforese da PCR para o género Hepatozoon sp. utilizando os
oligonucleotideos Hep-F e Hep-R. Legenda: 1: marcador de peso molecular (100pb ,Invitrogen
®); 2: controle positivo; 3: controle negativo (agua); 4: animal positivo e 5: animal negativo. Gel
de agarose a 1% com brometo de etideo a 0,01% (p/v).
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Tabela 1. Porcentagem de animais positivos e negativos na PCR (oligonucleotideo Hep-F e

Hep-R) por local estudado.

Técnica Animais positivos/total de %
animais estudados

Esfregago sanguineo 13/187 6,95

71/187 37,97

PCR

Tabela 2. Numero total e porcentagem de animais positivos para Hepatozoon sp no esfregaco

sanguineo e na PCR na regiao da Fercal e no canil do Lago Oeste.

Fercal Lago Oeste
Co-infecgcao
Numero/total % Numerol/total %
Babesia sp. 2/24 8,3 14/47 29,8
Ehrlichia sp. 8/24 30 6/47 12,8

As co-infec¢des observadas nos animais positivos estdo apresentadas na Tabela 3 e

Figuras 4, 5 e 6.

Tabela 3. Co-infecgoes dos animais positivos para Hepatozoon.

o Fercal Lago Oeste
Animais
Namero/total % Nuamero/total %
Positivos 24/124 19,4% 47/63 74,6
Negativos 100/124 80,6% 16/63 25,4
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300pb —>

100pb —>

Figura 4. Resultado da PCR para o género Ehrlichia sp. utlizando os oligonucleotideos DSB
330 e DSB 728 em amostras de sangue total. Legenda: 1: marcador de peso molecular (100 pb,
Invitrogen ®); 2: controle negativo(agua); 3 e 4: animais negativos; 5, 6 e 7: animais positivos.
Gel de agarose a 1,5% (p/v) com brometo de etideo a 0,01% (p/v).

600pb

300pb —»> <+ 339pb

100pb —»

Figura 5. Resultado da PCR para o género Babesia sp., utlizando os oligonucleotideos 5-22-F e
1661-R. Legenda: 1: marcador de peso molecular (100pb ,Invitrogen ®); 2: controle negativo
(dgua); 3 a 7: animais positivos e 8: animal negativo. Gel de agarose a 2% (p/v) com brometo
de etideo a 0,01% (p/v).
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600pb  —» [
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_ |< 120pb
100pb —»

Figura 6. Resultado da PCR para o género Leishmania sp. utilizando-se os oligonucleotideos
LFW e LBW1 e 2. Legenda: 1: marcador de peso molecular (100pb, Invitrogen ®); 2: controle
negativo (agua) 3: controle positivo; 4 e 5: animais positivos. Gel de agarose 2% (p/v) com
brometo de etideo a 0.01% (p/v).

Na PCR em que se utilizou os oligonucleotideos Hep-1 e Hep-4 foi observado
um produto com tamanho de 665 pb, de acordo com o esperado, considerando-se o
local de anelamento destes oligonucleotideos no gene estudado (figura 7). Todas as
amostras de cdes do Lago Oeste que foram positivas com o primeiro conjunto de
oligonucleotideos utilizado (Hep-F e Hep-R) também foram positivas com este
segundo conjunto de oligonucleotideos (Hep-1 e Hep-4). Por outro lado, em 10
amostras positivas da Fercal com o primeiro conjunto de oligonucleotideos, nao
foram observadas amplifica¢des utilizando-se este segundo conjunto.

Todos os produtos resultantes da PCR utilizando-se os oligonucleotideos
Hep-1 e Hep-4, do Lago Oeste e Fercal, submetidos a digestdo enzimatica com a
enzima PSTI, foram digeridos no mesmo sitio, resultando em fragmentos de
produtos de 380 pb e 280 pb (figura 8), conforme o esperado para Hepatozoon

canis.
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—=—1
665 pb 0 <« 600pb
<«— 300 pb
<«— 100pb

Figura 7. Resultado da PCR para o género Hepatozoon sp. utlizando-se os oligonucleotideos
Hep-1 e Hep-4. Legenda: 1: controle positivo; 2: controle negativo (agua); 3: animal positivo; 4
animal negativo e 5: marcador de peso molecular (100pb, Invitrogen ®). Gel de agarose a 1%
(p/v) com brometo de etideo a 0,01% (p/v).

600pb  _» -
380pb

3000b  —> <«— 280pb

100pb —>

Figura 8. Resultado da digestdao enzimatica com a enzima PST/ dos produtos da PCR

(oligonucleotideos Hep-1 e Hep-4). Gel de agarose a 1,5% com brometo de etideo a 0,01% (p/v).

Todas as amostras negativas que foram testadas com os oligonucleotideos
GAPDH-F e GAPDH-R, que amplificam uma parte do gene da enzima gliceraldeido

3-fosfato desidrogenase, apresentaram uma banda de 400 pb, indicando éxito nas
extragdes de DNA (figura 9).
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1 2 3 4 5 6 7 8

< 600pb

400pb —* <«— 300pb

<«— 100pb

Figura 9. Resultado da PCR para o gene da enzima GAPDH, utilizando os primers GAPDH-F e
GAPDH-R. Legenda: 1: controle positivo; 2: controle negativo (agua); 3 a 7: animais positivos;
#8:Ladder 100pb (Invitrogen ®). Gel de agarose a 1,5%(p/v) com brometo de etideo a 0,01%

(p/v).

Trés amostras que n&o amplificaram com o segundo conjunto de
oligonucleotideos, foram re-amplificadas com os oligonucleotideos Hep-F e Hep-R e
enviadas para o sequenciamento genético em ambas as dire¢des (Hepatozoon
Brasilia 2, 3 e 4). Destas, apenas duas amostras (Brasilia 2 e 3) e em uma diregao,
apresentaram sequenciamento satisfatorio e foram utilizadas para analise de
alinhamento e filogenética com outras sequéncias.

As sequéncias foram submetidas a alinhamentos multiplos via BLASTn
disponivel no enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov, confirmando a amplificacédo do
gene 18S rRNA do Hepatozoon. O alinhamento das sequéncias dos trés animais
utilizando o] programa Clustal W disponivel no endereco
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html demonstrou divergéncias entre elas
(Anexo II, Alinhamento 1). As sequéncias Hepatozoon Brasilia 2 e Hepatozoon
Brasilia 3, ambas que ndo amplificaram com o segundo conjunto de
oligonucleotideos apresentaram 91% de similaridade entre si. Contudo, a sequéncia
Hepatozoon Brasilia 2 foi 87% similar a Hepatozoon Brasilia 1 (sequenciada
anteriormente para avaliar a especificidade da reagdo) enquanto que a sequéncia
Hepatozoon Brasilia 3 foi apenas 57%.

As sequéncias parciais do gene 18S rRNA de Hepatozoon das amostras dos
trés animais foram analisadas comparativamente com sequéncias de outras

amostras depositadas no GenBank. Para esta analise utilizou-se o programa MEGA
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(Anexo Il, Alinhamento 2). Verificou-se que a sequéncia Hepatozoon Brasilia 1
apresentou menor distancia genética em relacdo ao H. canis (p=0,01) do que em
relacdo ao H. americanum (p=0,062) e H. catesbianae (p=0,083). As sequéncias
com maiores similaridades a amostra Hepatozoon Brasilia 1 foram aquelas
anteriormente descritas no Distrito Federal (AY864677, AY864678 e AY864679) e
em Botucatu — SP (FJ743476), no Rio de Janeiro (GQ176285), em Porto Alegre
(EU571737), no Japao (AF418558), Espanha (AY150067) e Croacia (FJ497022)
(Figura 10). Esta amostra apresentou 0,8 nucleotideos de diferenga em relagao as
amostras citadas anteriormente, resultando em quase 100% de similaridade (Figura
10).

As amostras Hepatozoon Brasilia 2 e 3 também apresentaram menor
distdncia genética em relagdo ao H. canis (p=0,028) do que em relagdo ao H.
americanum (p=0,052) e H. catesbianae (p=0,072) (Figura 09). A seqiéncia com
maior similaridade com as amostras Hepatozoon Brasilia 2 e 3 foi aquela descrita
anteriormente na Venezuela (DQ439543), apresentando em torno de 5 nucleotideos
de diferenca (Figura 11).

A arvore de Neighbor Joining mostrou que estas amostras de Brasilia foram
situadas na mesma ramificagdo da espécie H. canis, suportada por alto valor de
Bootstrap (Figuras 12), sugerindo fortemente que estas amostras sdo H. canis ou

uma variante.

38



0'Oocﬁgpatozoon sp Brasilia AY864679

cqggpatozoon sp Brasilia AY864678
(qquatozoon canis Rio

0QQ0 .
qgepatozoon canis Botucatu

qquatozoon canis Porto Alegre

0 .
ggepatozoon canis Espanha
qquatozoon sp Fukuoka
§-|epatozoon sp Brasilia AY864677

0.00 69
' ﬁepatozoon Brasilia 1

0pQ30 .
cﬁepatozoon canis Venezuela
0.05037 0.0111

U]

I9|epatozoon Brasilia 2

D.0711
(4.0120

1 .
0.22189 Hepatozoon americanum
‘E é3244 .
0.00 Hepatozoon catesbianae

1.01200 0.07035

1(ﬁepatozoon Brasilia 3

Toxoplasma gondii

o 0.08076 . . .
0.01033 Babesia canis canis

0.28484

Cryptosporidium parvum

Neospora caninum
0.32519

—
0.05

Figura 10. Arvore de Neighbor Joining mostrando a distancia p entre as seqiiéncias parciais do
gene 18S rRNA de Hepatozoon . A barra de escala representa 5% de divergéncia entre as
sequéncias.
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Figura 11. Arvore de Neighbor Joining mostrando a diferenga em nimero de nucleotideos
entre as sequéncias parciais do gene 18S rRNA de Hepatozoon . A barra de escala representa

10 nucleotideos de diferenga entre as sequéncias.
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Figura 12. Arvore de Neighborn Joining mostrando os valores de Bootstrap obtidos ap6s 1000
re-amostragens. A barra de escala representa 10 nucleotideos de diferengca entre as
sequéncias parciais do gene 18S rRNA de diferentes amostras de Hepatozoon.

Baseado nos resultados dos testes moleculares, os animais de cada
localidade (Fercal e Lago Oeste) foram divididos nos seguintes grupos: G1-animais
positivos para Hepatozoon sem co-infecgdes; G2—-animais positivos para
Hepatozoon com co-infecgbes e G3—animais negativos para Hepatozoon.

Os resultados das analises estatisticas dos hemogramas e analises
bioquimicas dos animais negativos e positivos estdo apresentados na tabela 4.

Baseado nos resultados dos testes moleculares, os animais de cada
localidade (Fercal e Lago Oeste) foram divididos nos seguintes grupos: G1 — animais
positivos para Hepatozoon sem co-infecgbes; G2 — animais positivos para
Hepatozoon com co-infecgdes e G3 — animais negativos para Hepatozoon.

Os resultados das anadlises estatisticas dos hemogramas e analises

bioquimicas dos animais negativos e positivos estdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Analise estatistica dos hemogramas completos e das analises bioquimicas séricas

dos animais positivos e negativos da Fercal e lago Oeste.

Grupo
Parametros Média R2 Co‘?f- c~1e Valorgs d.e Grupo Local X
variagao Referéncia

Local
VG (%) 36,34 0,01 20,88 37-55' NS NS NS
Hemoglobina (g/dL) 13,07 0,01 21,28 12-18' NS NS NS
Hemacias (x10°/uL) 6,72 0,02 22,76 5,5-8,5' NS NS NS
VCM (fL) 54,86 0,02 14,51 60-77" NS NS NS
CHCM (%) 3598 0,08 8,83 30-36' * wx NS
HCM (pg) 19,64 0,08 13,11 19-23' NS * NS
£ Plaquetas (x10°/pL) 216,96 0,05 66,27 200-500' NS NS NS
% PPT (g/dL) 7,18 0,004 15,63 6,0-8,0' NS o NS
E Leucdcitos (X10%/ uL) 11,67 0,01 40,68 6,00-17,00' NS NS NS
Mondcitos (X10°/ uL) 0,82 0,003 578,39 0,15-1,35' NS NS NS
Linfécitos (X10°/ L) 3,12 0,01 51,65 1,00-4,80' NS * *
Neutréfilos (X10%/ uL) 6,06 0,04 80,75 3,00-11,50" NS NS NS
Eosindfilos (X10% L) 146 0,03 71,07 0,10-1,25' NS NS NS
Basdfilos (X10% uL) 0,04 009 253,66 Raros’ NS ** NS
Bastonetes (/uL) 14,55 0,01 89,62 0-300' NS NS NS
Uréia (mg/dL) 36,41 0,03 54,76 21,4-59,92° NS NS NS
Creatinina (mg/dL) 1,10 0,06 134,01 0,5-1,5° * * NS
g ALT (UIL) 31,42 0,05 47,35 21-102° * NS NS
;T,; AST (UIIL) 36,38 0,14 60,13 23-66° NS NS
8 FA(UIL) 36,38 0,04 113,70 20-156° NS * NS
§ PT sérica (g/dL) 7,32 0,08 25,14 5,4-7,1 NS * NS
§ Albumina (g/dL) 213 0,08 27,74 2,6-3,3 NS * NS
Globulina (g/dL) 519 0,06 34,30 2,7-4,4° NS ** NS
Razdo A/G 0,46 0,02 55,86 0,59-1,11° NS NS NS

Onde p < 0,05%, p < 0,01**, p < 0,001***, POSITIVOS X NEGATIVOS , Nao Significativos (NS),
Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), PPT (Proteina Plasmatica Total), Alanina aminotransferase (ALT)
Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase alcalina (FA), Proteina total (PT), Albumina/Globulina

(A/G). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993" e Kaneko, 19977,
Os resultados dos hemogramas completos e analises bioquimicas dos

animais positivos e negativos estdo apresentados nas tabelas 5,6 e 7.



Tabela 5. Valores médios e desvio padrdao dos parametros do hemograma completo e

das anadlises bioquimicas séricas apresentados pelos animais positivos e negativos

para a infecgao por Hepatozoon sp. do canil do Lago Oeste.

Parametros Positivos Negativos VanrAes (.je
referéncia
VG (%) 36,7145,65 ° 35,87+4,88 ° 37-55
Hemoglobina (g/dl) 13,60+2,02 ° 13,01£1,71° 12-18'
Hemacias (x1 06/p|) 6,69+0,95 ° 6,26+0,99 ° 5,5—8,51
VCM (fL) 55,08+5,15 ° 58,03+8,76 ° 60-77"
CHCM (%) 37,213,20 ° 36,39+2,76 ° 30-36'
HCM (pg) 20,37+1,80 @ 20,04+1,98 ° 19-23'
% Plaquetas (x10°/pl) 228,78+114,83°  203,67+75,93° 200-500'
S PPT(g/dL) 7,39%1,04 ° 743+124° 6,0-8,0°
E Leucdcitos (X10% uL) 12,04+4,83 ° 12.47+6,61°  6,00-17,00'
Mondcitos (X10% uL) 0,75+0,64 ° 0,72+0,56 ° 0,15-1,35'
Linfocitos (X10°/ pL) 3,36+2,68 ° 4,5145,87 ° 1,00-4,80°
Neutrofilos (X10%/ L) 6,10£3,29 ° 5,75+3,57 ° 3,00-11,50'
Eosindfilos (X1O3/ pL) 1,361,042 1,22+0,86 2 0,10-1,25'
Basofilos (x10%/uL) 0,09£0,15 0,06£0,16 * Raros'
Bastonetes (/uL) 22 67+152,05 ° 17,27+52,98 ° 0-300'
Uréia (mg/dL) 4046+1623°  37,0741598°  214-59,92°
Creatinina (mg/dL) 0,95+0,29 ° 0,79+0,19 ° 0,5-1 ,52
8 ALT (UIL) 34,11£13,05%  31,27+11,84° 21-102°
8 AST (UIL) 4526+3176°  5527+35,04° 23-66”
8 FA(uIL) 20,96+ 18,547  33,67£33,36° 20-156°
£ PT sérica (g/dL) 78641,77°  85841,85° 5,4-7,1°
£ Albumina (g/dL) 2,41£0,46 ° 2,1540,44 ° 2,6-3,3"
Globulina (g/dL) 5,45+1,78 ° 6,43+1,98 ° 2,7-4,4°
Razéo A/G 0,52+0,30 ° 0,38£0,20°  0,59-1,117

Valores em uma mesma linha seguidos por letras diferentes diferiram (p<0,05) entre si pelo Teste de
Duncan do SAS. Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) PPT (Proteina
Plasmatica Total), Alanina aminotransferase (ALT) Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase
alcalina (FA), Proteina total (PT), Albumina/Globulina (A/G). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993'
e Kaneko, 1997°.
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Tabela 6. Valores médios e desvio padrio dos parametros do hemograma completo e das

andlises bioquimicas séricas apresentados pelos animais positivos e negativos para a

infecgao por Hepatozoon sp. da Fercal.

Parametros Positivos Negativos YZ!,Z:Z?&:
VG (%) 34,2948,27 ° 36,75£8,45 ° 37-55'
Hemoglobina (g/dL) 12,60 £3,03 ° 12,96+3,12 ° 12-18'
Hemacias (X106/p|) 6,38+1,71° 6,89+1,75° 5,5-8,5"
VCM (fL) 54,93+8,65 ° 54,26+8,66 ° 60-77"
CHCM (%) 36,85+3,18 ° 35,13+3,22 ° 30-36'
HCM (pg) 20,163,05 ° 18,97+2,82 ° 19-23'
% Plaquetas (x10°/uL) 200,28+166,65°  216,59+159,60 ° 200-500'
S PPT (g/dL) 7,01£1,50 2 7,00 £ 1,06° 6,0-8,0'
§ Leucdcitos (X10% uL) 10,00+3,44 ° 11,57+466°  6,00-17,00'
Monécitos (X10%/ uL) 0,65+0,43 ° 0,92+0,60 ° 0,15-1,35'
Linfocitos (X10%/ L) 3,54+1,73° 2,69+1,65° 1,00-4,80'
Neutrofilos (X10% pL) 5,36+2,01 ° 6,27+3,21° 3,00-11,50°
Eosindfilos (X10°/ L) 1,3041,05 2 1,57+1,50 0,10-1,25"
Basdfilos (X10% uL) 0,04+0,09 ° 0,01+0,06 ° Raros’
Bastonetes (/uL) 15,71£45,19 2 10,16+40,85 0-300°
Uréia (mg/dL) 39,76+32,85° 32,97+18,16°  21.4-59,92°
Creatinina (mg/dL) 2.08+3,23 ° 0,99+1,25 b 0,5-1 ,52
g ALT (UIL) 37,70+23,19° 28,73+13,64° 21-102*
g AST (UILL) 34,86:14,86°  29,73+13,54° 23-66
g FA (UI/L) 58,83:59,00°  44,56+54,91° 20-156
S PTsérica (g/dL) 7,092,37 ° 6,92 £1,73 ° 5,4-7,1°
@ Albumina (g/dL) 1,98+0,70 ° 2,02+0,63 ° 2,6-3,3°
Globulina (g/dL) 5,1242,40 ° 4,9041,57 ° 2,7-4,4°
Razéo A/G 0,49+ 0,38 ° 0,44£0,20 ° 0,59-1,11%

Valores em uma mesma linha seguidos por letras diferentes diferiram (p<0,05) entre si pelo Teste de

Duncan do SAS. Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) PPT (Proteina
Plasmatica Total), Alanina aminotransferase (ALT) Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase
alcalina (FA), Proteina total (PT), Albumina/Globulina (A/G). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993’
e Kaneko, 1997
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Tabela 7. Valores médios e desvio padrao dos parametros do hemograma completo e

das analises bioquimicas séricas apresentados por todos os animais positivos e

negativos para a infecgdo por Hepatozoon sp. das duas localidades.

Parametros Positivos Negativos Valores de
referéncia
VG (%) 35,876,72 ° 36,63 £8,06 ° 37-55'
Hemoglobina (g/dL) 13,2542,45° 12,96 +2,97 ° 12-18'
Hemacias (x10%uL) 6,58+1,26 ° 6,81 +1,68° 5,5-8,5'
VCM (fL) 55,03+6,53 ° 54,76+8,73 ° 60-77"
CHCM (%) 37,08+3,18° 35,20+3,18" 30-36'
HCM (pg) 20,312,29 ° 19,23+2,80 ° 19-23'
% Plaquetas (x10°/uL) 220,63+ 130,93%  214,71+150,13 ° 200-500"
S PPT (g/dL) 7,28+1,19 2 7,121,122 6,0-8,0'
§ Leucocitos (X1 0% pL) 11,6424,41 2 11,69+4,93 ° 6,00-1 7,001
Monécitos (X10%/ uL) 0,71+0,57 ° 0,89+0,59 ° 0,15-1,35'
Linfocitos (X10%/ L) 3,42+2,38° 2,93+2,65° 1,00-4,80'
Neutrofilos (X10% pL) 5,84+2,91° 6,20+3,24 ° 3,00-11,50'
Eosindfilos (X10%/ L) 1,3421,04° 1,53+1,44° 0,10-1,25'
Basdfilos (X10% uL) 0,07+0,14° 0,02+0,08 ° Raros’
Bastonetes (/uL) 20,25+125,15 ° 11,10£42,44 ° 0-300'
Uréia (mg/dL) 40,25+22,35"° 33,62£17,82°  214-5992°
Creatinina (mg/dL) 1,33+1,94° 0,96+1,17° 0,5-1 ,52
§ ALT (UIL) 35,29+16,97° 29,06+13,40 21-102°
8 AST (UIL) 41,89+27,76 ° 33,09+19,66 ° 23-66"
8 FA(UIL) 39,58+39,72 ° 43,14+ 52,62 ° 20-156
£ PT serica (g/dl) 7,61£2,01° 7,14%1,82° 5,4-7,1%
£ Albumina (g/dL) 2264058 ° 2,04+ 0,61 2,6-3,3"
Globulina (g/dL) 5,341,99 ° 5,1041,70 ° 2,7-4,4°
Razéo A/G 0,51£0,33 ° 0,44£0,20 ° 0,59-1,11%

Valores em uma mesma linha seguidos por letras diferentes diferiram (p<0,05) entre si pelo Teste de
Duncan do SAS. Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), PPT (Proteina
Plasmatica Total), Alanina aminotransferase (ALT) Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase
alcalina (FA), Proteina total (PT), Albumina/Globulina (A/G). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993'
e Kaneko, 1997°.

Os resultados das analises estatisticas dos hemogramas e analises

bioquimicas de G1, G2 e G3 estdo apresentados na tabela 8.
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Tabela 8. Analise do hemograma completo e das analises bioquimicas séricas dos animais
positivos para Hepatozoon sp. sem co-infecgdes (G1), animais positivos para Hepatozoon sp.
com co-infeccdes (G2) e dos animais negativos para Hepatozoon sp. (G3) do lago Oeste e da

Fercal.

Grupo
Parametros Média R2 Coc_af. Eie Valor%s d.e Grupo Local X
variacdo Referéncia

Local
VG (%) 36,34 0,04 20,67 37-55' ¢ NS NS
Hemoglobina (g/dL) 13,07 0,05 20,99 12-18" * NS NS
Hemécias (x10°/uL) 672 003 2273 5,5-8,5' NS NS NS
VCM (fL) 54,86 0,02 14,55 60-77' NS NS NS
CHCM (%) 3598 008 8,88 30-36' ¢ e NS
HCM (pg) 19,64 0,09 13,09 19-23' NS . t
% Plaquetas (x10°/uL) 216,96 0,07 66,60 200-500' NS NS NS
S PPT (g/dL) 718 007 112 6,0-8,0' NS * NS
E Leucdcitos (X10%/ pL) 1167 001 4084 6.00-17,00' Ng NS NS
Mondcitos (X10%/uL) 082 003 7135 0,15-1,35 NS NS NS
Linfécitos (X10%/uL) 312 006 8072  1,00-4,80 NS . ¢
Neutrdfilos (X10%/uL) 606 002 5175 3.00-11,50" Ns NS NS
Eosinofilos (X10°/uL) 146 001 9006  0,10-1,25' NS NS NS
Basdfilos (X10%/ pL) 004 010 25409  Raros' NS e NS
Bastonetes (/L) 1455 001 57944  0-300' NS NS NS
Uréia (mg/dL) 3641 005 5440 2145992° g NS NS
Creatinina (mg/dL) 110 007 13436  05-1,5° NS * NS
§ ALT (UIL) 3142 008 468  21-102° - NS .
8 AST (UIIL) 36,38 014 6023  23-66° . * ¢
g FA (UIL) 36,38 0,14 60,23 20-1562 NS * NS
'S PT sérica (g/dL) 732 009 2515 5,4-7,1 NS * NS
2 Albumina (g/dL) 213 009 2770 2633  Ns ’ NS
Globulina (g/dL) 519 006 3438 2744  Ns e NS
Razéo A/G 046 003 5595 059-111"  Ng NS NS

Onde p<0,10, p < 0,05%, p < 0,01**, p < 0,001*** POSITIVOS X NEGATIVOS , Nao Significativos
(NS), Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), PPT (Proteina Plasmatica Total), Alanina aminotransferase (ALT)
Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase alcalina (FA), Proteina total (PT), Albumina/Globulina
(A/G). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993" e Kaneko, 19977,

Os resultados dos hemogramas completos e analises bioquimicas de G1, G2

e G3 estdo apresentados nas tabelas 9, 10 e 11.
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Tabela 9. Valores médios e desvio padrio dos parametros do hemograma completo e das
analises bioquimicas séricas apresentados pelos animais positivos para Hepatozoon sp. sem

co-infecgées (G1), animais positivos para Hepatozoon sp. com co-infeccoes (G2) e dos

animais negativos para Hepatozoon sp. (G3) do canil do Lago Oeste.

Parametros G1 G2 G3 Valores de
referéncia
VG (%) 38,31+4,52 ° 36,06+5,99 ° 35,87+4,88 ° 37-55'
Hemoglobina (g/dL) 14,13+1,35 ° 13,90+2,21 ° 13,011,712 12-18
Hemacias (x10°/uL) 7,000,82 ° 6,56+0,98 *° 6,26+0,99 ° 5,5-8,5'
VCM (fL) 54,77+3,76 ° 55,22+5,68 ° 58,03+8,76 ° 60-77"
CHCM (%) 37,17+4,19 37,2242,79° 36,39+2,76 ° 30-36'
HCM (pg) 20,26+1,55 ° 20,441,912 20,94+1,98 ° 19-23'
% Plaquetas (x10°/uL)  209,61:96,51°  236,56+122,04° 203,674759,34°  200-500'
S PPT(g/dL) 7,43 0,79 ° 7,381,142 7,43 +124° 6,0-8,0'
E Leucécitos (X10% uL) ~ 11,21+3,19 2 12,37+5,37 ° 12.47+661°  6,00-17,00'
Mondcitos (X10% pL) 0.67+0,51 0,78+0,69 ° 0,72+0,56 ° 0,15-1,35'
Linfécitos (X10%/ uL) 2,51+1,64 ° 3,71+2,95° 4,51+5,87 ° 1,00-4,80'
Neutréfilos (X10%/ pL) 5,25+2,58 2 6,443,512 5,75+3,57 2 3,00-11,50'
Eosindfilos (X10%/ L) 1,52+1,00° 1,29+1,07 ° 1,22+0,86 ° 0,10-1,25'
Basofilos (X10% uL) 0,120,162 0,080,152 0,070,162 Raros'
Bastonetes (/uL) 0,00° 31,874#180,31°%  17,27+52,98 ° 0-300'
Uréia (mg/dL) 48,38£20,22°  37,51+1368°  37,0741598°  214-59,92°
Creatinina (mg/dL) 1,04+0,33 ° 0,9140,27 ® 0,7940,19 ° 0,5-1,5”
§ ALT (UIL) 31,08t13,07°  3514+13,07°  31,27+11,84° 21-102°
& AST (UIL) 41,00+40,35°  46,76+28,70°  55,27+35,04 ° 23-66°
g FA (UIIL) 22,38+10,59°  32,77+20,14°  33,67+33,36° 20-1562
S PT sérica (g/dL) 8,04+1,46 ° 7,80£1,89 ° 8,58+1,85 5,4-7,1
& Albumina (g/dL) 2,31£0,20 ° 2,440,52 ° 2,15£0,44 ° 2,6-3,3”
Globulina (g/dL) 5,73+1,48 ° 5,35+1,89 ° 6,43+1,98 2,7-44°
Razéo A/G 0,44+0,19 0,54+0,33 0,38+0,20 0,59-1,11°

Valores em uma mesma linha seguidos por letras diferentes diferiram (p<0,05) entre si pelo Teste de
Duncan do SAS. Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), PPT (Proteina
Plasmatica Total), Alanina aminotransferase (ALT) Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase
alcalina (FA), Proteina total (PT), Albumina/Globulina (A/G). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993'
e Kaneko, 1997°.
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Tabela 10. Valores médios e desvio padrao dos parametros do hemograma completo e das
analises bioquimicas séricas apresentados pelos animais positivos para Hepatozoon sp. sem
co-infecgées (G1), animais positivos para Hepatozoon sp. com co-infeccoes (G2) e dos

animais negativos para Hepatozoon sp. (G3) da Fercal.

Parametro G1 G2 G3 r\e/g?éﬁiigsz
VG (%) 39,576,73 ° 32,118,01° 36,75£8,45 37-55'
Hemoglobina (g/dL) 14,79+2,40 ® 11,70£2,85° 12,96+3,12%° 12-18'
Hemacias (x10°%/uL) 7,03+1,29 6,11£1,82 ° 6,89+1,75° 5,5-8,5'
VCM (fL) 57,44£11,29 53,90+7,47 54,26+8,66 ° 60-77"
CHCM (%) 37,44£2,21° 36,61+3,53° 35,13£3,22° 30-36'
HCM(pg) 21,42+3,78 ° 19,64+2,65 *° 18,97+2,82° 19-23'
% Plaquetas (x10%/uL) 185£165,53°  206,15£173,42° 216,59+159,60 200-500"
o PPT(g/dL) 7.64+0.91° 6.77+1.64 7.00+1.06 6.0-8,0'
§ Leucocitos (X107 pL) 11,1742,55 ° 10.79+3,81° 11,57+4,66 ° 6,00-17,00°
Mondcitos (X10°%/ L) 0,75£0,25 ° 0,61+482,98 ° 0,92+0,60 0,15-1,35'
Linfocitos (X10%/ pL) 3,77+1,94° 3,44+1,69° 2,69+1,65 ° 1,00-4,80'
Neutrofilos (X10%/ uL) 5,29+1,27 ° 5,39+2,28 2 6,27+3,21° 3,00-11,50'
Eosindfilos (X10° pL) 1,3041,03 1,301,10 @ 1,57%1,50 0,10-1,25'
Basofilos (X10%/ pL) 0,05£0,12 0,03:0,08 0,010,06° Raros'
Bastonetes (/uL) 11,14£29,48°  17,59+50,96°  10,16+40,85° 0-300'
Uréia (mg/dL) 32,00+3,69 42,87+38,74°  32,97+18,16 ° 21,4-59,92°
Creatinina (mg/dL) 1,6142,60 2,28+3,51° 0,99+1,25 0,5-1,5"
§ ALT (UIL) 48,29+33,78 °  33,06+16,03°  28,73+13,64" 21-102*
& AST (UIL) 41,76+24,04°  32274951%  29,73%13,54" 23-66°
g FA (UILL) 454323957  64,35:6951°  44,56£54,91° 20-156°
S PT sérica (g/dL) 787£162°  678+260°  6,92+173° 54-7,1°
2 Albumina (g/dL) 2,24+0,57 ° 1,87£0,74° 2,0240,63 ° 2,6-3,3°
Globulina (g/dL) 5,632,13 ° 4,90£2,53° 4,90+1,57 ° 2,7-4,4°
Razéo A/G 0,51+0,36 ° 0,48+0,40 ° 0,44+0,20 ° 0,59-1,11%

Valores em uma mesma linha seguidos por letras diferentes diferiram (p<0,05) entre si pelo Teste de

Duncan do SAS. Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) PPT (Proteina
Plasmatica Total), Alanina aminotransferase (ALT) Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase
alcalina (FA), Proteina total (PT), Albumina/Globulina (A/G). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993'
e Kaneko, 1997
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Tabela 11. Valores médios e desvio padrao dos parametros do hemograma completo e das

analises bioquimicas séricas apresentados pelos animais positivos somente para Hepatozoon

sp. sem co-infecgoes (G1), animais positivos para Hepatozoon sp. com co-infecgoes (G2) e

dos animais negativos para Hepatozoon sp. (G3) nas duas localidades.

Parametro G1 G2 G3 Valores de,
referéncia
VG(%) 38,75 5,25 ° 34,69 16,94 ° 36,63 8,06 *° 37-55'
Hemoglobina (g/dL) 14,36 1,75 ° 12,80+ 2,56 ° 12,96+2,97 ° 12-18'
Hemacias (x10°/uL) 7,01 0,98 ° 6,41 1,33 ° 6,81 1,68 ° 5,5-8,5'
VCM (fL) 55,70+7,13 ° 54,7616,33 ° 54,75:8,73 ° 60-77"
CHCM (%) 37,27+3,58 ° 37,013,04 ° 35,20+3,18 ° 30-36'
HCM(pg) 20,67+2,52 ° 20,16+2,20 19,23+2,80 ° 19-23'
% Plaquetas (x10°/uL) 202,78+114,68 %  227,78+137,44°  202,78+150,13" 200-500"
g’ PPT(g/dL) 7,49 0,80 ° 7,20 +1,31° 7,121,122 6,0-8,0'
©  Leucocitos (X107 uL) 11,20 +2,90 2 11,83 4,90 ° 11,69+4,93°  6,00-17,00°
Monécitos (X10%/ uL) 0,70+4,31, ® 0,72+0,62 ° 0,89+ 0,59 ° 0,15-1,35'
Linfocitos (X10%/ L) 2,95 +1,81° 3,61+ 2,56 ° 2,93+2,65 ° 1,00-4,80'
Neutrofilos (X10% pL) 5,27 2,17 ° 6,08 +0.01 ° 6,20 +3,25 ° 3,00-11,50°
Eosindfilos (X10° pL) 1,28+ 0,97 1,04+1,07 1,231,442 0,10-1,25'
Basofilos (X10%/ pL) 0,09 +0,15° 0,06 +0,134 0,02+ 0,08 ° Raros’
Bastonetes (/uL) 3,90 £17,44 ° 26,92+148,02% 11,10 242,44 ° 0-300°
Uréia (mg/dL) 43,21+ 18,37 ° 39,12¢2376°  3362:17,82°  214-59,92°
Creatinina (mg/dL) 1,25+ 1,55 ° 1,36 42,08 ° 0,96 +1,17 ° 0,5-1,5°
g ALT(UIL) 37,42+23,61° 34,49+ 13,94%°  23,06+13,40° 21-102°
8 AST (UIL) 41,25 +34,98 ° 42,12+ 25,08° 33,09 19,66 ° 23-66°
g FA (UIL) 30,45+ 19,47 ° 43,10 +44,83 ° 43,14 52,62 ° 20-156°
3 PT sérica (g/dL) 7,49 +1,48 2 7,20 +2,17 ° 7,12+ 1,822 5,4-7,1°
@ Albumina (g/dL) 2,29 0,36 ° 2,26 +0,65 ° 2,04 0,61 ° 2,6-3,3"
Globulina (g/dL) 5,69+ 1,68 5,21 42,10 ° 5,10 +1,70 ° 2,7-4,4°
Razéo A/G 0,47+ 0,25 ° 0,52 +0,35 ° 0,44 0,20 ° 0,59-1,11%

Valores em uma mesma linha seguidos por letras diferentes diferiram (p<0,05) entre si pelo Teste de

Duncan do SAS. Volume globular (VG), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média(CHCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), PPT (Proteina
Plasmatica Total), Alanina aminotransferase (ALT) Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase
alcalina (FA), Proteina total (PT), Albumina/Globulina (A/G). Valores de Referéncia: Fonte: Jain, 1993'
e Kaneko, 1997%
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Nos graficos 1 e 2 estdo apresentados os resultados das frequéncias das
principais alteragbes do hemograma e das analises bioquimicas séricas,

respectivamente, dos animais infectados somente com Hepatozoon sem co-

9. Trombocitopenia
10.Hiperproteinemia plasmatica
11.Hipoproteinemia plasmatica

infeccoes.
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=
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1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11
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Grafico 1. Frequiéncia das principais alteragées hematolégicas dos animais infectados com
Hepatozoon sp. sem co-infecgcbes com Babesia, Ehrlichia e Leishmania (G1).
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Grafico 2. Freqiiéncia das principais alteragoes das analises bioquimicas séricas dos animais
infectados com Hepatozoon sp. sem co-infecgdes com Babesia, Ehrlichia e Leishmania (G1)
Legenda: Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase
alcalina (FA) e Albumina/Globulina (A/G).
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DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que a infeccédo por H. canis foi comum entre caes
aparentemente saudaveis no Distrito Federal, com uma taxa de infeccéo de 19,4%
na regido da Fercal (Tabela 1). Este valor esta abaixo do que foi previamente
reportado para caes saudaveis da zona rural de outras partes do Brasil, que variou
de 39,2% no estado de Sao Paulo (Rubini et al., 2005, 2008), 67,7% no estado do
Rio de Janeiro (O'Dwyer et al., 2001) e de 58,7% no Estado do Espirito Santo
(Spolidorio et al.,2009). Porém, quando consideramos um canil isolado, ou seja,
apenas os animais do Lago Oeste, observamos a ocorréncia da infeccao por
Hepatozoon em 74,6% dos caes (Tabela 1), denotando claramente um efeito local
quanto a susceptibilidade a mesma fonte de infeccdo. Tal fato ndo foi observado
quando se utilizou um numero maior de caes, Fercal, e que viviam em ambientes
diferentes, embora da mesma regiao periurbana.

Os sinais clinicos dos cades com H. canis variam de leves a severos, ou
muitas vezes ndo ha sinal clinico algum, dependendo da parasitemia e do estado
imunoldgico do animal. A doenca € mais comum em sua forma branda com baixa
parasitemia (condig&o subclinica). Os achados clinicos deste estudo corrobora o que
foi achado por outros autores (Craig et al., 1978; Baneth e Weigler, 1997; Panciera
et al., 1997; Vincent-Johnson et al., 1997; Gondim et al., 1998; Gavazza et al., 2003;
Assarasakorn et al.,, 2006), pois nenhum animal ao exame clinico apresentou
sintomatologia caracteristica de hepatozoonose, 0 que esta de acordo com o fato de
que a infeccao por H. canis € muitas vezes subclinica e inaparente quando nao ha
imunossupressao causada por outros agentes patogénicos, drogas citotoxicas ou
doencas hereditarias (Graig, 1978).

A baixa parasitemia (< 1%) encontrada no presente estudo esta de acordo
com os resultados encontrados por Paludo et al (2005). Baneth e Weigler (1997) e
Baneth (2003), descrevem que em casos de infecgédo por H. canis onde a doenga se
apresenta de forma branda, a parasitemia se encontra em torno de 1 a 5%. Mesmo
assim o valor encontrado neste estudo e por Paludo et al. (2005) ainda sdo menores

que os citados acima. Similarmente, a infeccdo por H. americanum caracteriza-se
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por baixa parasitemia, onde dificilmente sdo encontrados gametdcitos circulantes
(Vincent-Jhonson et al., 1997; Baneth et al., 2003).

A hepatozoonose canina € uma doencga diagnosticada em varias regides do
Brasil, e H. canis é a espécie reconhecida por causar esta infeccao (O’Dwyer et al.,
2004; Forlano et al., 2007; Mundim et al., 2008), que afeta caes de todas as idades e
racas (Gavazza et al., 2003). Na PCR quando se utilizou os oligonucleotideos Hep-1
e Hep-4 e foi feito a digestdo enzimatica com a enzima PSTI, ficou clara que a
espécie em questao no nosso estudo € H. canis, pois apresentaram fragmentos com
280 e 380 pb resultado este, idéntico ao encontrado por Criado-Fornelio (2007) para
H. canis, na Venezuela.

O sequenciamento parcial do gene 18S rRNA de Hepatozoon amplificado
por PCR foi viavel, mas € importante salientar que por nao ter sido realizada a
clonagem, o sequenciamento foi feito diretamente a partir dos produtos da PCR e,
por isso algumas bases ndo foram bem definidas. Mesmo assim, foi possivel
construir a arvore de Neighborn Joining, onde pode-se comparar diferentes
sequéncias de Hepatozoon. A referida arvore (Figura 9) mostrou que os caes de
nosso estudo estdo situados na mesma ramificagdo de H. canis anteriormente
descritos, apesar de pequenas variagdes existentes entre eles. Este agrupamento
genético construido pelos Hepatozoon sp. do nosso estudo e H. canis foi
visivelmente disposto em uma ramificagdo da Arvore de Neighborn joining distinta
daquela do genogrupo de H. americanum e de H. catesbianae, reforgcando a
diferenca genética observada entre estas espécies. Cabe salientar que estas
ramificacbes foram sustentadas por altos valores de Bootstrap (Figura 11), o que
assegura a topologia das ramificagdes desta arvore genética. Esta diferenca
genética observada entre as espécies de H. canis, H. americanum e H. catesbianae
observada no presente estudo corrobora estudos previamente publicados (Mathew
et al., 2000; Inokuma et al., 2002; Paludo et al, 2005).

As analises demonstraram claramente que uma amostra (Hepatozoon Brasilia
1) é altamente similar as demais sequéncias de Hepatozoon canis depositadas no
GenBank. Fato este, também reforcado pela analise de restricdo. Por outro lado, as
amostras Hepatozoon Brasilia 2 e 3 apresentaram grandes divergéncias entre as
demais sequéncias de H. canis analisadas. Estas divergéncias podem ter sido

meramente ocasionadas por falha no sequienciamento genético. Contudo nao pode
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ser descartada a possibilidade de uma variagdo génica nestas amostras, uma vez
que estas, juntamente com outras oito amostras, ndo foram amplificadas com o
segundo conjunto de oligonucleotideos (Hep-1 e Hep-4), denotando provaveis
mutacdes ou deleg¢des nos sitios de anelamento destes. Cabe ainda salientar, que
estas amostras pertenciam aos animais da Fercal, ou seja, que ndo estado sujeitos
aos mesmos fatores ambientais dos animais do canil do Lago Oeste que
apresentaram o mesmo painel de restricdo enzimatica.

A hepatozoonose é muitas vezes encontrada em associagdo com outras
doencas incluindo: ehrlichiose canina (Gosset et al., 1985); leishmaniose visceral,
babesiose (McCully et al, 1975); toxoplasmose (Hamelin et al.,, 1992) e cinomose
(McCully et al, 1975). No presente estudo, 52 animais apresentaram infeccbes
concomitantes e Leishmania sp. foi o agente mais frequentemente encontrado em
associagdo com Hepatozoon canis em ambas as localidades (Tabela 3). Este
aumento na frequéncia pode ser explicado pelo fato de que as regides estudadas
sdo endémicas para leishmaniose no Distrito Federal. A associagdo de Hepatozoon
canis com Babesia sp. e Ehrlichia sp. pode ser atribuida a presenga do vetor, o
carrapato R. sanguineus que é comum as trés infeccbes (Gondim et al., 1998;
O’Dwyer et al., 2001).

A anemia microcitica normocromica apresentada pelos animais positivos,
ficou clara que ndo acontece devido a infeccdo pelo Hepatozoon, pois quando a
analise foi feita unindo os grupos de ambas as localidades, os animais do G1
(composto somente por animais positivos para o género Hepatozoon sem co-
infeccbes com Babesia sp., Leishmania sp., ou Ehrlichia sp.) nao apresentaram
anemia, e diferiram significativamente dos animais do G2 (cdes infectados com H.
canis com co-infecgdo com Babesia sp, Ehrlichia sp. e Leishmania sp.) ( (tabela 11).
Provavelmente a anemia encontrada neste grupo (G2) tenha outro fator
desencadeante que nao seja a infeccao por Hepatozoon, pode ser devida as co-
infecgbes com os géneros Leishmania, Babesia e Ehrlichia. Este tipo de anemia foi
também relatada por Assarasakorn et al., na Tailandia (2006) e por Pasa et al, na
Turquia (2009). Casos de anemia sao descritos na hepatozoonose, porém do tipo
normocitica normocrémica (Craig et al., 1978; Murata et al., 1991; Baneth et al.,
1995; Baneth e Weigler, 1997; Macintire et al., 1997; Pancieira et al., 1997, Voyoda
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et al., 2004) e com leucocitose concomitante, indicando uma anemia de origem
inflamatoria (Vincent-Johnson et al., 1997).

A maior concentragao do teor de hemoglobina apresentada pelos animais do
G1 diferiu significativamente dos animais de G2 e G3, provavelmente pelos mesmos
motivos acima citados para a anemia.

A leucocitose por neutrofilia, um tipico achado hematoldgico encontrado em
animais com hepatozoonose (Macintire et al, 1997, Voyoda et al.,, 2004) nao foi
encontrado neste estudo. Este fato pode ser justificado, uma vez que a leucocitose
descrita geralmente esta relacionada a elevada parasitemia, o que nao foi observado
no presente estudo. A auséncia de leucocitose também foi observada por Mundim et
al. (2008) que também observaram uma baixa parasitemia concomitante. Estes
achados reiteram o que foi descrito por Baneth et al (2003) que correlaciona a maior
parasitemia com o0 aumento no numero de leucdcitos circulantes.

A eosinofilia apresentada pela maioria dos animais (60%) de G1 (Tabela 12) é
similar ao descrito por outros autores, tais como, Ezeokoli et al., (1983), Barton et al.
(1985) e Paludo et al. (2003). Os eosindfilos estdo envolvidos na defesa contra
parasitas helminticos, modulagdo da inflamacdo, como célula efetora na doenca
alérgica e na asma, fagocitose, efeito antitumoral, dentre outras fungbes (Young,
2000). No presente estudo, pode ter sido ocasionado pela multiplicagdo dos
merozoitas nos pulmdes, figado, bago, rins, linfonodos e ainda nao podemos
descartar também, por ser a maioria dos animais de regides de baixo poder
aquisitivo, € possivel que esta eosinofilia possa estar também associada ao
parasitismo intestinal e a ectoparasitismo (principalmente por pulgas).

Em todas as comparagdes realizadas entre os grupos, os animais com
Hepatozoon sempre apresentaram valores maiores de basodfilos, tanto na
comparagao entre os animais positivos e negativos (Tabelas 5, 6 e 7), quanto entre
G1, G2 e G3 (Tabelas 9, 10 e 11). O grupo G1, apresentou valores quase cinco
vezes maiores de basdfilos e diferiu significativamente dos animais negativos para a
infeccdo por H. canis (G3), resultado este congruente com os achados de Paludo et
al. (2003). Esta basofilia estaria relacionada a reagbes inflamatorias tendo os
basdfilos efeitos tanto protetores quanto patoldgicos (Young, 2000; Scoth e
Stochman, 2000).
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A maioria dos animais de G1(60%) também apresentou trombocitopenia
(Tabela 12), estes resultados estdo de acordo com o que foi encontrado também por
(Barton et al., 1985; Baneth et al., 1995, Baneth e Weigler 1997; Macintire et al.,
1997; Panciera et al., 1997; Sakuma et al., 2009). Contudo, o mecanismo detalhado
da trombocitopenia observada nos animais infectados pelo H. canis ainda é
desconhecido (Baneth et al., 2006).

O aumento nos niveis de creatinina sérica encontrado nos animais positivos
da Fercal (Tabela 6) pode indicar que a infecgdo pelo Hepatozoon possa estar
causando alguma lesao renal. Mas quando dividimos os animais em 3 grupos, G1
ainda apresenta valores acima dos valores de referéncia, mas percebemos que G2
possui 0 maior valor de creatinina sérica (Tabela 11) . O que nos faz suspeitar que
talvez este aumento seja devido a outras patologias e ndo somente a infecgao por H.
canis. Observamos ainda o maior valor de creatinina no G2 da Fercal (tabela 10),
onde se encontra um indice extremamente elevado de infeccdo por Leishmania sp.
Leishmania sp. multiplica-se dentro dos macrofagos, causando uma inflamagéo
crobnica associada a intensa resposta policlonal de células B. A
hipergamaglobulinemia resultante leva a deposi¢cao de imunocomplexos e a ativagao
do sistema complemento nos tecidos, que culmina com vasculite, uveite, artrite,
dermatite e, especialmente glomerulonefrite e falha renal. Considerando as co-
infecgdes com Ehrlichia e Babesia, as alteragdes renais podem ser decorrentes da
deposicdo de imunocomplexos e da sobrecarga renal devido a hemodlise,
respectivamente (Almosny, 2002).

Os niveis séricos de ALT e AST em todas as comparagdes estiveram mais
elevados nos animais que apresentaram infeccdo somente por H. canis, mas em
todos os casos mantiveram-se dentro dos valores de referéncia. Resultados
similares foram descritos por Gondim et al. (1998). A maior concentracdo destas
enzimas no G1 pode ser atribuida a multiplicagdo dos merozoitas no figado. Este
resultado merece especial destaque, uma vez que G1 e G2 diferiram
significativamente do G3 nos dois parametros na Fercal e quando se uniu os grupos
das duas localidades G1 e G2 também diferiram significativamente de G3 nos
valores de ALT.

A hipoalbuminemia encontrada em animais infectados com H. canis pode

estar relacionada a redugao na sintese e na absorcéo de proteinas, a anorexia ou a
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perda glomerular (Baneth e Weigler, 1997, Eiras et al. 2007). No presente estudo a
hipoalbuminemia pode ter origem na subnutricdo protéica, ja que os animais sao
oriundos de regides de baixo poder aquisitivo. Por outro lado, esta hipoalbuminemia
pode ainda estar relacionada ao fato da albumina ser uma proteina de fase aguda
negativa e, portanto na presenca de processo inflamatério, em que se observa
aumento nas concentragbes de globulinas, ocorre a hipoalbuminemia. Estas
alteracdes também foram relatadas por Vincent-Jhonson et al (1997), Craig, (1978),
O’Dwyer e Massard (2001), Aguiar et al.( 2004) e Eiras et al. (2007).

A hiperglobulinemia encontrada nos animais de ambos os grupos pode ter
sido ocasionada pela infecgdo crénica com a produgéo de altos niveis de globulinas
como descrito anteriormente em animais com hepatozoonose canina (Baneth e
Weigler, 1997, Eiras et al. 2007). Este achado nos caes do G1 pode estar ocorrendo
devido a infecgao por H. canis, provavelmente devido a multiplicagdo dos merozoitas
nos tecidos e que geram uma resposta inflamatéria local. Nos animais do G2, a
hiperglobulinemia observada pode ser ocasionada por H. canis, bem como por
outros parasitas com destaque para Leishmania sp. que apresentou a maior taxa de
co-infecgdo com Hepatozoon. Nos animais do G3 pode estar sendo ocasionada por
qualquer outro parasita (inclusive Leishmania sp.) e outros agentes, bem como
outras patologias ndo detectados no exame clinico. Estas alteragdes encontradas
em animais com Hepatozoon sp. também foram relatadas em estudos similares por
Vincent-Jhonson et al (1997), Craig, (1978), O’'Dwyer e Massard (2001), Aguiar et
al.( 2004) e Eiras et al. (2007).

CONCLUSOES

Os caes da regiao periurbana de Brasilia apresentaram uma moderada taxa
de infecgdo por H. canis, sem sinais clinicos e com alteragdes laboratoriais
inespecificas.

Com os resultados apresentados no presente estudo podemos concluir que a
espéecie que acomete os caes no Distrito Federal € Hepatozoon canis, mas que pode

apresentar uma variagdo genética, e que parece estar bem adaptado ao seu

56



hospedeiro intermediario, o cdo, causando uma doenga subclinica, ou com sinais
pouco evidentes.
A infec¢do por Hepatozoon canis no Distrito Federal apresentou a maior taxa

de co-infecgdo com Leishmania sp., seguidos por Babesia sp. e Ehrlichia sp.
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CAPITULO Il

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos neste estudo, para um melhor entendimento do
perfil da infecgdo por H. canis tornam-se necessarios em estudos futuros:

1. A investigagdo da espécie do ixodideo envolvida na transmissdo da
hepatozoonose canina no Distrito Federal,

2. A realizacao de estudos histopatoldgicos para identificar os diferentes 6rgaos
e tecidos de predilecdo deste hemoparasita, incluindo biopsia muscular, para
melhor esclarecer o ciclo de vida do Hepatozoon no Distrito Federal,

3. Realizar a clonagem dos produtos de PCR, principalmente das amostras que
nao amplificaram com o segundo conjunto de oligonucleotideos. Desta
maneira, sera possivel a obtengao de um sequienciamento mais fidedigno e,
com isso, as analises filogenéticas poderdo caracterizar geneticamente esta
especie de Hepatozoon.

4. Amplificar e sequenciar outros genes para possibilitar uma melhor inferéncia

sobre suas caracteristicas evolutivas.



ANEXO | - RESUMOS PUBLICADOS EM CONGRESSOS

RESUMO 1 — Apresentado no XXI Congresso Nacional de Parasitologia e Il
Encontro de Parasitologia do Mercosul — Foz do Iguacu (Brasil).

ASPECTOS LABORATORIAIS DA INFECCAO POR HEPATOZOON SPP.
EM CAES DE UM CANIL EM UMA AREA PERIURBANA DE BRASILIA.

Lais Grego Silva', Raphaela Almeida Chiareli', Roberta Rendy Ramos', Rodrigo
Gregério Botelho', Giane Regina Paludo’

1. Universidade de Brasilia

A hepatozoonose canina € ocasionada pela ingestdo de carrapatos contendo em
sua hemocele o oocisto esporulado do Hepatozoon spp. Existem duas espécies: H.
canis e H. americanum. No Brasil encontramos H. canis ou Hepatozoon spp. O
objetivo deste trabalho foi identificar os aspectos hematolégicos e bioquimicos da
infeccdo por Hepatozoon spp em uma area periurbana de Brasilia. Foram colhidas
amostras de sangue com e sem EDTA. Parte das amostras com EDTA foi
processada para a realizagdo de hemogramas completos. Foram preparados
esfregacos de sangue total para a realizacdo do diferencial leucocitario e
observacao morfoldgica das células sanguineas. A outra parte de sangue com EDTA
foi congelada a — 20°C para posterior extracdo do DNA. Das amostras sem
anticoagulante, foi obtido o soro para a determinagao das concentragdes séricas das
proteinas totais, albumina, globulinas, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), uréia, creatinina, fosfatase alcalina (FA), utilizando kits
bioquimicos especificos. Apds extracdo do DNA, as amostras foram submetidas a
reagcdo em cadeia da polimerase (PCR). Para a PCR foram utilizadas as sequéncias
iniciadoras Hep-F e Hep-R. Na PCR foram encontrados 37(75,5%) animais positivos.
As amostras foram submetidas ao teste T (animais positivos x negativos) e nao
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) nos parametros analisados do
hemograma completo, permanecendo dentro dos valores de referéncia para a
espécie, ja na bioquimica sérica foi encontrada diferenca significativa (p<0,05) na
quantidade de globulinas e proteinas totais, mas ambos 0s grupos apresentaram
hiperproteinemia e hiperglobulinemia. Estes resultados indicam uma elevada taxa

de infecgdo por Hepatozoon spp nos animais do canil estudado, pertencente a uma



regido periurbana de Brasilia, porém de uma espécie pouco patogénica e que nao

ocasiona alteracées hematoldgicas significativas.

RESUMO 2 — Apresentado na 60th Reunido Anual de Veterinarios Patologistas -
Califérnia (EUA).

MOLECULAR DIAGNOSIS AND LABORATORIAL FINDINGS CAUSED BY
HEPATOZOON SPP. INFECTION IN DOGS FROM DISTRITO FEDERAL, BRAZIL.
R.A.Chiareli’; M.F. Vasconcelos'; T.G.Marcola'; M.B.O. Angarten’; R.R. Ramos";
R.G.Botelho'; G.R.Paludo™
1. Veterinary Clinical Pathology Laboratory, Medicine Veterinary and Agronomy

Faculty, University of Brasilia, Brasilia, Brazil.

Hepatozoonosis is a vector-borne disease caused by Hepatozoon spp. The
diagnosis of Hepatozoon infection is usually done by searching the parasite in blood
smear (H. canis), muscle biopsy (H. americanum) and recently by PCR. The
objective of this study was to determine the frequency and the main laboratorial
alterations caused by Hepatozoon spp. infection in dogs from a periurban area in
Distrito Federal, Brazil. We used 80 blood samples obtained from domestic dogs
belonging to a periurban region of Brasilia, Distrito Federal, Brazil. CBC, biochemical
profile and PCR were performed in all samples. PCR used the primers Hep-F-
ATACATGAGCAAAATCTCAAC and HepR- CTTATTCCATGCTGCAC. Template
DNA (2 microliters) was amplified within a 25 microliters reaction containing 1X PCR
buffer, 2,5mM MgCl,, 0.4mM of deoxynucleoside triphosphates, 0,5pmoles of each
primer and 0.8U of Taq DNA polymerase, and a final volume of water. Amplification
conditions had an initial denaturation step at 95°C for 5 min, followed by a 40-cycle
program with denaturation (95°C, 30s), annealing (52°C, 30s), primer extension
(72°C, 90s), and a final extension at 72°C for 5min. The amplicons were detected
after eletrophoresis in a 1% agarose gel stained with ethidium bromide. Twenty
three (29%) were positive by the PCR. Considering positive and negative animals, a
difference (p<0,05) was observed in total protein concentration and globulins.
Positive animals showed lower parasitemia (none had gametocyte visualized),

vacuolated monocytes and eosinophils with enlarged granules in blood smears. The
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results showed a high Hepatozoon spp. infection rate in periurban dogs with no

clinical alterations, suggesting a steady state between parasite and host.
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ANEXO Il — ALINHAMENTOS DAS SEQUENCIAS DE HEPATOZOON SP. COM

OUTRAS SEQUENCIAS

Alinhamento 1. Sequéncias Hepatozoon Brasilia 1, 2 e 3.

SegA Name Len (nt) SegB Name Len (nt) Score

1 9 575 2 11 407 91
1 9 575 3 43 441 87
2 11 407 3 43 441 57

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

2 e TNTATAATAACTTAGANAAATCGCANAGTGATAACTGGCGATAAATCATTC
3 e

1 AAAATNGGTGATTTATAATAACTTAGCAAATCGCAAAGTGAAAACAGGCGATAAATCATT
2 AAGTTTCTGACCTATNAGCTATCGANGGTNTGGTATTGGCTTACCGNGNCAGTCCCAGGT
3 e

1 CAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTCGACGGTATGGTATTGGCTTACCGTGGCAGTGACGGT
2 TAACGGNTGATCAGGGTTCGATNCCGGAGAGGCAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAA
3 e

1 TAACGGGGGATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAA
2 CGAAGGCAGCAGGCGCGCCAAT-ACCCCATTCTAACAGTGTGAGANAGGTAGTGACAAGA
3 CGAANGCAGCCGGAGCGCCNATCACCCGATTCTNANAGTNTGAGATAGGTAGTCACAAGN
1 GGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATTCTAACAGTTTGAGAGAGGTAGTAACAAGA

*hkk Ak KkKK KAk KKKk *k Ak hkKk AAkAkAkKk kK kAhkk Ahkhkhkk Ahkhkkhkkk Kk kkKk

2 AATAACAATTCAAGGCAATTAANATGCTTTGTAATTNGAATGATAGANATTTAAACCCTT
3 AATAACAATACAAGGCAATTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATAGAAATTTAAACCCTT
1 AATAACAATACAAGGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGAATGATANAAATTTAAACCCTT

KAKKKAKAKAAKX KAAKAKAAAKX AAAKX AAAAAAAAAAAA, KA KAAKAhk*, * * Ak kkhkhkkkk*%

2 TTTAAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAA
3 TTTAAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAA
1 TTTAAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAA

R R ik kR R e R S
2 TAGCGTATATNAAAATTGTTGCAG-TCAAAA-GCTCGT-AGTTGAAATTCTGCT--AAAA
3 TAGCGTATATTAAARATTGTTGCAG-TTAAAAAGCTCGT-AGTTGAAATTCTGCT--AAAA
1 TAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGCTTAARAAACTCGTTANTTGAAGTTCTGCTTGARAA

KAKKKKAKAKAKAAKN KAAKAAAAAAAKAAhA*, * **k*k% KKKk KkKk Kk KAk kk KAk KkKkkK

2 GTAACCGG--TCTGCTTNTAATAAAAGTGGTATCTTGGTGTGTATTT-AGCAAT-GATGT
3 GTAACCGG--TCTGCTTTTAATAAAAGTGGTATCTTGGTGTGTATTTTAGCAATTGATGT
1 GTAACCCGGTTCTGCTTTTAA- == == === === === = ——— == ——— o

R 3 R R R S

2 CCTTNGAAGTGTNTTTTACTTTATNGGTNATAAAAGCATATTCAGG-ACTTTTACTTTGA
3 CCTTTGAAGTGTTTTTTANTTTATTGGTNATAAA-GCATATTCAGGGACTTTTACTTTNG
1

2 GAAAAATTAGAGTGTTTCTAGCAAGCTGGACGCTTTTAATNCTGCAGCATGGGNA 575
3 AGAAAATTAGAGTGTTTCTAGCAGGCTTGACGCTTTTAATACTGCAGCATGGAA-

51

60

111

120

171

180

230
60
240

290
120
300

350
180
360

405
236
420

461
294
441

520
353
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Alinhamento 2. Sequéncias Hepatozoon Brasilia 1, 2 e 3 com outras sequéncias de
Hepatozoon sp. depositadas no GenBank.

AF176835_H canis_Israel AAAGCCAATG CATGCTTTTA CAGTATGGAA ATTGGTGATT TATAATAACT

Hepatozoon Brasilia 2 .TN TATAATAACT

Hepatozoon Brasilia 3 ...ttt ittt e e e e

Hepatozoon Brasilia 1 ATNGGTGATT TATAATAACT
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476 AAAGCCAGTT CATGCTTTTA CAGTATGAAA ATTGGTGATT TATAATAACT
Hepatozoon_canis_Croacia - FJ497022 AAAGCCAGTT CATGCTTTTA CAGTATGAAA ATTGGTGATT TATAATAACT
Hepatozoon_canis_Espanha - AY150067 AAAGCCAGTT CATGCTTTTA CAGTATGAAA ATTGGTGATT TATAATAACT
Hepatozoon_canis_Porto Alegre - EU571737 AAAGCCAGTT CATGCTTTTA CAGTATGAAA ATTGGTGATT TATAATAACT
Hepatozoon_canis _Rio_-_GQ176285 AAAGCCAGTT CATGCTTTTA CAGTATGAAA ATTGGTGATT TATAATAACT

Hepatozoon_canis Venezuela -_DQ439543 AAAGCCAATG CATGCTTTTA CAGTATGGAA ATTGGTGATT TATAATAACT

Hepatozoon_sp ex Canis Familiaris - AY864677 - Golden
Hepatozoonispiex7Can1siFamlllarlsi—iAY8646787—7Llsa7Tr1m
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_— AY864679 - MONA ... tuuttnn ttrnmnennn trmmnennne tonneennne tanaennnns
Hepatozoon_sp Fukuoka - AF418558 AAAGCCAGTT CATGCTTTTA CAGTATGAAA ATTGGTGATT TATAATAACT

251 300

AF176835_H canis_Israel TGGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC

Hepatozoon Brasilia 2 TAGANAAATC GCANAGTGAT AACTGGCGAT AARATCATTCA AGTTTCTGAC

Hepatozoon Brasilia 3 ... ...t i i e i e

Hepatozoon Brasilia 1 TAGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC
Hepatozoon_canis_Botucatu - FJ743476 TAGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC
Hepatozoon_canis_Croacia_-_FJ497022 TAGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC
Hepatozoon_canis_Espanha - AY150067 TAGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC
Hepatozoon_canis_Porto Alegre - EU571737 TAGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC
Hepatozoon_canis_Rio_-_GQ176285 TAGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC

Hepatozoon_canis Venezuela -_DQ439543 TGGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC

Hepatozoon_sp ex Canis Familiaris - AY864677 = GOLAEN ittt et e e eeeaee teeeeeaee caeaaeaa
Hepatozoon_sp_ex_Canis Famlllarls - AY864678 - Llsa o (Y
Hepatozoon_sp_ex_! Canis Familiaris - AY864679 - Mona ..................................................
HepatozoonispiFukuokai—iAF418558 TAGCAAA.TC GCAAAGTGAA AACAGGCGAT AAATCATTCA AGTTTCTGAC

301 350

AF176835_H canis_Israel CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT

Hepatozoon Brasilia 2 CTATNAGCTA TCGANGGTNT GGTATTGGCT TACCGNGNCA GTCCCAGGTT

Hepatozoon Brasilia 3 ... ...t i i e e e

Hepatozoon Brasilia 1 CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476 CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT
Hepatozoon_canis_Croacia_-_FJ497022 CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT
Hepatozoon_canis_Espanha - AY150067 CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT
Hepatozoon_canis_Porto Alegre - EU571737 CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT
Hepatozoon_canis_Rio_-_GQ176285 CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT
Hepatozoon_canis Venezuela -_DQ439543 CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT

Hepatozoon_sp ex Canis Familiaris - AY864677 - _Golden .......... .CGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTCGCA GTGAC.GGTT
Hepatozoon_sp_ex_Canis Famlllarls - AY864678 - Llsa Trim .......... .CGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT
Hepatozoon_sp_ex_! Canis Familiaris - AY864679 - Mona .......... .CGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT

HepatozoonispiFukuokai—iAF418558 CTATCAGCTT TCGACGGTAT GGTATTGGCT TACCGTGGCA GTGAC.GGTT

351 400
AF176835_H canis_Israel AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon Brasilia 2 AACGGNTGAT CAGGGTTCGA TNCCGGAGAG GCAGCCTGAG AAACGGCTAC

Hepatozoon Brasilia 3 ... ...t ittt i i e e
Hepatozoon Brasilia 1 AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476 AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon_canis Croacia - FJ497022 AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG ARACGGCTAC
HepatozoonicanlsiEspanhai—iAY150067 AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon_canis_Porto Alegre - EU571737 AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon_canis_Rio_-_GQ176285 AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon_canis_Venezuela - DQ439543 AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon_sp ex Canis_Familiaris_- AY864677_ - Golden AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon_sp_ex_Canis Famlllarls - AY864678 - Llsa Trim AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon_sp_ ex ! Canls Familiaris - AY864679 - Mona AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC
Hepatozoon sp_ Fukuoka - AF418558 AACGGGGGAT TAGGGTTCGA TTCCGGAGAG GGAGCCTGAG AAACGGCTAC

401 450

AF176835_H canis_Israel CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT

Hepatozoon Brasilia 2 CACATCTAAC GAAGGCAGCA GGCGCGCCAA T.ACCCCATT CTAACAGTGT

Hepatozoon Brasilia 3 ......... C GAANGCAGCC GGAGCGCCNA TCACCCGATT CTNANAGTNT

Hepatozoon Brasilia 1 CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476 CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT

Hepatozoon_canis Croacia - FJ497022 CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
HepatozoonicanlsiEspanhai—iAY150067 CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
Hepatozoon_canis_Porto Alegre_ - EU571737 CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
Hepatozoon_canis_Rio_-_GQ176285 CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
Hepatozoon_canis_Venezuela - DQ439543 CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864677_-_Golden CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
Hepatozoon_sp_ex_! Canis Famlllarls - AY864678 - Llsa Trim CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
Hepatozoon_sp ex ! Canls Familiaris - AY864679 - Mona CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT
Hepatozoon sp_ Fukuoka - AF418558 CACATCTAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA TTACCCAATT CTAACAGTTT

451 500

AF176835 H canis_Israel GAGAGAGGTA GTAACAAGAA ATAACAATAC AAGGCAATTA AAATGCTTTG

Hepatozoon Brasilia 2 GAGANAGGTA GTGACAAG ATAACAATTC AAGGCAATTA ANATGCTTTG

Hepatozoon Brasilia 3 GAGATAGGTA GTCACAAGNA ATAACAATAC AAGGCAATTA AAATGCTTTG

Hepatozoon Brasilia 1 GAGAGAGGTA GTAACAAGAA ATAACAATAC AAGGCAGTTA AAATGCTTTG
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476 GAGAGAGGTA GTAACAAG. ATAACAATAC AAGGCAGTTA AAATGCTTTG
Hepatozoon_canis_Croacia - FJ497022 GAGAGAGGTA GTAACAAGAA ATAACAATAC AAGGCAGTTA AAATGCTTTG
HepatozoonicanlsiEspanhai—iAY150067 GAGAGAGGTA GTAACAAGAA ATAACAATAC AAGGCAGTTA AAATGCTTTG
Hepatozoon_canis_Porto Alegre - _EU571737 GAGAGAGGTA GTAACAAG. ATAACAATAC AAGGCAGTTA AAATGCTTTG
Hepatozoon_canis_Rio_-_GQ176285 GAGAGAGGTA GTAACAAGAA ATAACAATAC AAGGCAGTTA AAATGCTTTG
Hepatozoon_canis_Venezuela - DQ439543 GAGAGAGGTA GTAACAAGAA ATAACAATAC AAGGCAATTA AAATGCTTTG
Hepatozoon_sp_ex Canis_Familiaris_-_ AY864677_-_Golden GAGAGAGGTA GTAACAAG ATAACAATAC AAGGCAGTTA AAATGCTTTG

68



Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_- AY864678_ - Lisa_Trim
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864679_-_ Mona
Hepatozoon_sp_Fukuoka - AF418558

AF176835_H canis_Israel

Hepatozoon Brasilia 2

Hepatozoon Brasilia 3

Hepatozoon Brasilia 1
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476
Hepatozoon_canis_Croacia_-_FJ497022
Hepatozoon_canis_Espanha_-_ AY150067
Hepatozoon_canis_Porto_Alegre - EU571737
Hepatozoon_canis_Rio_-_GQ176285
Hepatozoon_canis_Venezuela - DQ439543
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864677_-_Golden
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864678 - Lisa_Trim
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864679_-_ Mona
Hepatozoon_sp_Fukuoka - AF418558

AF176835_H canis_Israel

Hepatozoon Brasilia 2

Hepatozoon Brasilia 3

Hepatozoon Brasilia 1
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476
Hepatozoon_canis_Croacia_-_FJ497022
Hepatozoon_canis_Espanha_-_AY150067
Hepatozoon_canis_Porto_ Alegre_ - EU571737
Hepatozoon_canis_Rio_-_GQ176285
Hepatozoon_canis_Venezuela - DQ439543
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_AY864677_-_Golden
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_- AY864678_ - Lisa_Trim
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864679_-_ Mona
Hepatozoon_sp_Fukuoka - AF418558

AF176835_H canis_Israel

Hepatozoon Brasilia 2

Hepatozoon Brasilia 3

Hepatozoon Brasilia 1
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476
Hepatozoon_canis_Croacia_-_FJ497022
Hepatozoon_canis_Espanha_-_ AY150067
Hepatozoon_canis_Porto Alegre_ - EU571737
Hepatozoon_canis Rio_ - GQ176285
Hepatozoon_canis_Venezuela - DQ439543
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864677_-_Golden
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_- AY864678_ - Lisa_Trim
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864679_-_ Mona
Hepatozoon_sp_Fukuoka - AF418558

AF176835_H canis_Israel

Hepatozoon Brasilia 2

Hepatozoon Brasilia 3

Hepatozoon Brasilia 1
Hepatozoon_canis_Botucatu_-_FJ743476
Hepatozoon_canis_Croacia_-_FJ497022
Hepatozoon_canis_Espanha_ -_AY150067
Hepatozoon_canis_Porto_ Alegre_ - EU571737
Hepatozoon_canis Rio_- GQ176285
Hepatozoon_canis_Venezuela - DQ439543
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_AY864677_-_Golden
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864678_-_ Lisa_ Trim
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864679_-_ Mona
Hepatozoon_sp_Fukuoka - AF418558

AF176835_H canis_Israel

Hepatozoon Brasilia 2

Hepatozoon Brasilia 3

Hepatozoon Brasilia 1

Hepatozoon_canis_Botucatu_ -_FJ743476
Hepatozoon_canis_Croacia_-_FJ497022
Hepatozoon_canis_Espanha_ -_AY150067
Hepatozoon_canis_Porto Alegre_ - EU571737
Hepatozoon_canis Rio_ - GQ176285
Hepatozoon_canis_Venezuela - _DQ439543
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864677_-_Golden
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864678_-_Lisa_ Trim
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864679_-_ Mona
Hepatozoon_sp_Fukuoka - AF418558

AF176835_H canis_Israel

Hepatozoon Brasilia 2

Hepatozoon Brasilia 3

Hepatozoon Brasilia 1

Hepatozoon_canis_Botucatu_ -_FJ743476
Hepatozoon_canis_Croacia_-_FJ497022
Hepatozoon_canis_Espanha_ -_AY150067
Hepatozoon_canis_Porto_Alegre - EU571737
Hepatozoon_canis Rio_ - GQ176285
Hepatozoon_canis_Venezuela - _DQ439543
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864677_-_Golden
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864678_-_ Lisa_ Trim
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864679_-_ Mona
Hepatozoon_sp_Fukuoka - AF418558

AF176835_H canis_Israel

GAGAGAGGTA

GT.

CAAG.

GAGAGAGGTA

GT.

CAAG.

GAGAGAGGTA

501

TAATTGGAAT
TAATTNGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT
TAATTGGAAT

551

CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT
CAAGTCTGGT

601

AAAATTGTTG
ARAAATTGTTG
AAAATTGTTG
AAAATTGTTG
ARAATTGTTG
AAAATTGTTG
AAAATTGTTG
ARAATTGTTG
AAAATTGTTG
AAAATTGTTG
ARAATTGTTG
ARAATTGTTG
AAAATTGTTG
ARAATTGTTG

651

TAACCGG. .T
TAACCGG. .T
TAACCGG..T
TAACCCGGT!
TAACCGG. .T
TAACCGG..T
TAACCGG. .T
TAACCGG. .T
TAACCGG..T
TAACCGG..T
TAACCGG. .T
TAACCGG..T
TAACCGG..T
TAACCGG. .T

701

AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AATTGATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC
AAT.GATGTC

751

TCAGG. .ACT
TCAGG.ACTT
TCAGGGACTT

801
GCTTTGARATA

GTAACAAGAA

GATAGAAATT
GATAGANATT
GATAGAAATT
GATANAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT
GATAGAAATT

GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC
GCCAGCAGCC

CAG.
CAG.
CAG.

TTAAAA
TCAAAA
TTAAAA

CAGCTTAAAA

CAG.
CAG.
CAG.
CAG.
CAG.
CAG.
CAG.
CAG.
CAG.
CAG.

TTAAAA
TTAAAA
TTAAAA
TTAAAA
TTAAAA
TTAAAA
TTAAAA
TTAAAA
TTAAAA
TTAAAA

CTGCTTTTAA
CTGCTTNTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA
CTGCTTTTAA

CTTTGAAGTG
CTTNGAAGTG
CTTTGAAGTG

CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG
CTTTGAAGTG

TTTACTTTGA
TTACTTTGAG
TTACTTTNGA

TTTACTTTGA
TTTACTTTGA
TTTACTTTGA
TTTACTTTGA
TTACTTGAGA
TTTACTTTGA
TTTACTTTGA
TTTACTTTGA
TTTACTTTGA
TTTACTTTGA

CTGCAGCATG

ATAACAATAC
ATAACAATAC
ATAACAATAC

TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT
TAAACCCTTT

GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC
GCGGTAATTC

AGCTCGT.
.GCTCGT.
AGCTCGT.

AG
AG
AG

AACTCGTTAN

AGCTCGT.
AGCTCGT.
AGCTCGT.
AGCTCGT.
AGCTCGT.
AGCTCGT.
AGCTCGT.
AGCTCGT.
AGCTCGT.
AGCTCGT.

AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG

TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT

TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT
TAAAAGTGGT

TTTTTTACTT
TNTTTTACTT
TTTTTTANTT

TTTTTTACTT
TTTTTTACTT
TTTTTTACTT
TTTTTTACTT
TTTTTTACTT
TTTTTTACTT
TTTTTTACTT
TTTTTTACTT
TTTTTTACTT
TTTTTTACTT

GAAAATTAGA
AAAAATTAGA
GAAAATTAGA

GAAAATTAGA
GAAAATTAGA
GAAAATTAGA
GAAAATTAGA

GAAAATTAGA
GAAAATTAGA
GAAAATTAGA
GAAAATTAGA
GAAAATTAGA

GAATAATAAG

AAGGCAGTTA
AAGGCAGTTA
AAGGCAGTTA

TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC
TTAAAGTATC

CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCARAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT
CAGCTCCAAT

TTGAAGTTCT
TTGAAATTCT
TTGAAATTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT
TTGAAGTTCT

ATCTTGGTGT
ATCTTGGTGT
ATCTTGGTGT
ATCTTGGTAT
ATCTTGGTAT
ATCTTGGTAT
ATCTTGGTAT
ATCTTGGTAT
ATCTTGGTGT
ATCTTGGTAT
ATCTTGGTAT
ATCTTGGTAT
ATCTTGGTAT

TATTGTAATA
TATNGGTNAT
TATTGGTNAT
TATTGTAATA
TATTGTAATA
TATTGTAATA
TATTGTAATA
TATTGTAATA
TATTGTAATA
TATTGTAATA
TATTGTAATA
TATTGTAATA
TATTGTAATA

GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG
GTGTTTCTAG

ATAGGATTTT

ARATGCTTTG
ARATGCTTTG
AAATGCTTTG

550
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG
AATTGGAGGG

600
AGCGTATATT
AGCGTATATN
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT
AGCGTATATT

650
GCT. .AAAAG
GCT. .AARAG
GCT. .AAAAG
GCTTGAAAAG
GCT. .GARAG
GCT. .GAAAG
GCT. .GAAAG
GCT. .GARAG
GCT. .GAAAG
GCT. .AAAAG
GCT. .GARAG
GCT. .GARAG
GCT. .GAAAG
GCT. .GARAG

700
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTTTAGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC
GTATTT.AGC

750
AAG. .CATAT
AAAAGCATAT
AAA.GCATAT

800
CAGGCC.GAC
CAAGCTGGAC
CAGGCTTGAC
CAGGCT.GAC
CAGGCT.AAC
CAGGCT.GAC
CAGGCT.GAC
CAGGCC.GAC
CAGGCT.GAC
CAGGCT.AAC
CAGGCT.RAC
CAGGCT.GAC

850
AGTTCTACAT
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Hepatozoon
Hepatozoon
Hepatozoon
Hepatozoon_canis_Botucatu

Hepatozoon_canis_Croacia:
Hepatozoon_canis_Espanha_-
Hepatozoon_canis_Porto_Alegre_
Hepatozoon_canis_Rio_
Hepatozoon_canis_Venezuela_

Brasilia 2
Brasilia 3
Brasilia 1
-_FJ743476
-_FJ497022
-_AY150067
-_EU571737
-_GQ176285
-_DQ439543

Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864677_-_Golden
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864678_ - Lisa_Trim
Hepatozoon_sp_ex_Canis_Familiaris_-_ AY864679_-_ Mona

Hepatozoon_sp_ Fukuoka -

- AF418558

GCTTTTAATN
GCTTTTAATA
GCTTTGAAT.
GCTTTGAATA
GCTTTGAATA
GCTTTGARATA
GCTTTGAATA
GCTTTGAATA
GCTTTGARATA
GCTTTGAATA
GCTTTGAATA

CTGCAGCATG
CTGCAGCATG

CTGCAGCATG
CTGCAGCATG
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ANEXO Il - MODELO DE FICHA DE EXAME CLINICO

IDENTIFICACAO

HIDRATACAO

MUCOSAS

LINFONODOS

ANAMNESE
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