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Ocorrência de Hepatozoon  sp. em caninos naturalmente infectados
no município de Piraí, Rio de Janeiro, Brasil

Occurrence of Hepatozoon spp. in naturally infected dogs
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Resumo

Hepatozoon canis tem sido descrito em cães de várias regiões do Brasil sendo mais relatado em áreas rurais. O objetivo
deste trabalho foi determinar a ocorrência de infecção por Hepatozoon spp. através da reação em cadeia da polimerase
(PCR), em cães de região periurbana da cidade de Piraí, RJ. Em setembro/2006, foram coletadas amostras de sangue de
88 cães da cidade, situada no vale do rio Paraíba do Sul. A PCR foi utilizada para a detecção de Hepatozoon spp. (gene
18SRNAr) através de um par de iniciadores gênero-específicos. Duas amostras apresentaram resultado PCR-positivo
(2,2%), havendo concordância com a avaliação morfológica em esfregaços sanguíneos. A amostra de Piraí demonstrou alta
similaridade (99%) com Hepatozoon canis. Os cães de Piraí apresentaram baixa frequência de infecção por H. canis,
quando comparados a pesquisas anteriores na mesma região.
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Abstract

In Brazil Hepatozoon canis infection seems to occur more often in rural areas. The aim of this study was to estimate the
occurrence of Hepatozoon spp. infections in Piraí, situated in Paraíba do Sul region from Rio de Janeiro, Brazil, through
polymerase chain reaction (PCR). In September/2006, blood samples of 88 dogs with no clinical signs of disease were
collected. PCR was used to detect Hepatozoon spp. DNA (from 18S rRNA gene) using a genus-specific primer set. Two
samples had a positive PCR result (2,2%). Morphological evaluation of blood films detected the parasite in these two
animals. According to the sequencing Piraí’s isolate had high similarity (99%) to Hepatozoon canis. Low rates of Hepatozoon
sp. infection were observed on dogs from Piraí.
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Introdução

A hepatozoonose canina (Bentley, 1905) é causada pelo
protozoário Hepatozoon spp. (Baneth e Shkap, 2003) e tem
o carrapato como vetor. O Gênero Hepatozoon compreende
protozoários pertencentes ao filo Apicomplexa, família
Hepatozoidae, subordem Adeleorina (Wenyon, 1926).

No cão a doença pode ser causada por duas espécies de
Hepatozoon: H. americanum, agente descrito somente nos
Estados Unidos da América (EUA) (Vincent-Johnson et al.,
1997) e  H. canis, que causa a hemoparasitose nos outros
países (Baneth et al., 2000), tendo sido recentemente descrito
infectando cães nos EUA (Allen et al., 2008). H. canis é mais
adaptado ao cão. Hepatozoon americanum pode ser
considerado um parasita emergente com alta virulência e que

parece ter atravessado a barreira entre espécies recentemente
a partir de um hospedeiro silvestre (Baneth, 2006).

O vetor mundialmente conhecido pela transmissão de H.
canis é o carrapato R. sanguineus (Chistophers, 1907; Baneth
et al., 2001). No Japão o carrapato Haemophysalis spp. foi
descrito como provável vetor (Murata et al., 1995). No Brasil,
espécies de Amblyoma (A. aureolatum, A. cajennense e A.
ovale) são incriminadas na transmissão (Massard, 1979;
O’Dwyer et al., 2001; Forlano et al., 2005), embora R.
sanguineus tenha sido encontrado infestando cães
infectados por H. canis (Rubini et al., 2008).

No Brasil a hepatozoonose canina foi descrita pela primeira
vez em cães de áreas rurais do estado do Rio de Janeiro
(Massard, 1979) e estudos moleculares recentes demons-
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traram que a espécie descrita infectando cães é H. canis
(Paludo et al., 2005; Rubini et al., 2005; Forlano et al., 2007;
Rubini et al., 2008).

A infecção por H. canis ocorre em regiões de clima tropical,
subtropical e temperado, sendo sua distribuição diretamente
relacionada com a presença do vetor artrópode. No Brasil, a
infecção por Hepatozoon sp. parece ocorrer mais
frequentemente em cães de áreas rurais (31,58%), do que
em cães de áreas urbanas (4,48%) (Massard, 1979). Cães
de áreas rurais têm acesso livre a florestas e outros
ambientes, onde diferentes espécies de animais silvestres
e domésticos estão presentes. Nestas condições, os cães
podem ser infestados por diferentes espécies de carrapatos
e diferentes agentes (Labruna e Campos Pereira, 2001).

H. canis foi encontrado em cães sadios na África (Ezekoli et
al., 1983), Japão (Murata et al., 1993), Israel (Baneth et al.,
1996) e Brasil (Mundim et al., 1994; Gondim et al., 1998;
Paludo et al., 2005; Spolidoro et al., 2009).  As alterações clí-
nicas parecem estar relacionadas com a presença de
infecções concomitantes (Murata et al., 1991; Harmelin et
al., 1992), imunossupressão (Gosset et al., 1985) e grau de
parasitismo (Baneth e Weigler, 1997). Os sinais clínicos da
hepatozoonose parecem ser pouco específicos (O’Dwyer e
Massard, 2001).

O diagnóstico de infecção por H. canis realizado
rotineiramente é por meio de avaliação morfológica de
neutrófilos e monócitos à procura de gamontes em esfregaço
de sangue periférico corado por método Giemsa (Ibrahim et
al., 1989; Baneth et al., 1996; Baneth e Weigler, 1997). Existem
ainda, testes sorológicos como a imunofluorescência indireta
(Shkap et al., 1994) e o ELISA (Gonen et al., 2004). A técnica
da reação em cadeia da polimerase (PCR) pode ser utilizada
tanto no diagnóstico da hepatozoonose como em estudos
epidemiológicos (Eiras et al., 2007), tendo como principais
vantagens sensibilidade e a especificidade para a detecção
de patógenos no sangue e em artrópodes vetores (Inokuma
et al., 2002; Rubini et al., 2005; Karagenc et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi determinar a ocorrência de
infecção por Hepatozoon spp. através da PCR em cães de
Piraí, RJ.

Material e métodos

Foram utilizados 88 cães, correspondentes a aproxima-
damente 2,79% da população canina da cidade de Piraí. A
população canina foi estimada de acordo com a Organização
Mundial de Saúde (World Health Organization, 1990), que
estabelece uma proporção de 1 cão para cada 7 habitantes
em países emergentes. A população humana da região de
Piraí, segundo o IBGE no ano de 2000, era de 22.118
habitantes; assim, estimou-se o valor de aproximadamente
3.160 cães na região. Os cães do presente estudo foram
escolhidos aleatoriamente, independentemente de idade,
sexo, raça ou condição corporal durante a Campanha de
Vacinação Antirrábica no município de Piraí (22° 27' 58" S,
43° 49' 40" W), RJ, durante o mês de setembro de 2006. O
posto de vacinação escolhido atendeu animais pertencentes
à população de área periurbana. As amostras foram obtidas
após consentimento, por escrito, do proprietário.

Foram coletadas amostras de sangue e, dos animais
infestados, amostras de carrapatos. O sangue foi coletado
por meio de venopunção cefálica e acondicionado em tubos
contendo anticoagulante (EDTA). Foram realizados esfregaços
sanguíneos imediatamente após a coleta. Foi realizada
pesquisa de Hepatozoon spp. por avaliação morfológica de
esfregaços sanguíneos corados pelo Giemsa (Merck®). Em
12 cães observou-se infestação por carrapatos e estes
artrópodes foram coletados para posterior classificação
sistemática na Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz).

As amostras de sangue foram transportadas sob refrigeração
(4ºC) para o Laboratório de Bactérias Enteropatogênicas e
Microbiologia de Alimentos, no Instituto Biomédico da
Universidade Federal Fluminense, onde foram congeladas
em freezer -20ºC até posterior extração/purificação do DNA.

As amostras de sangue total tiveram seu DNA extraído
utilizando-se o GFXTM Genomic Blood Purification Kit
(Amersham Biosciences, Piscataway, EUA) de acordo com
as instruções do fabricante. Foi escolhido o método direto,
utilizando 100 µL de sangue total, sendo o DNA obtido eluído
em 100 µL de água “UltraPureTM DNase/RNase-Free Distilled
Water” (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, EUA). O DNA extraído foi
armazenado a -20ºC até o momento da sua utilização para a
PCR. Com o objetivo de se verificar a possibilidade de
contaminação durante a extração do DNA genômico, na última
amostra extraída, em cada dia, o sangue total era substituído
por água “UltraPureTM DNase/RNase-Free Distilled Water”
(Gibco/Invitrogen, Carlsbad, EUA).

O DNA extraído de cada amostra foi testado para o gene
codificador da enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), usado como verificador para a presença de DNA
amplificável na amostra, uma vez que é encontrado em todos
os mamíferos, resultando na formação de um produto de
399 pares de base (Birkenheuer et al., 2003). Todas as
amostras cuja presença de DNA amplificável for comprovada
através da PCR previamente descrita foram testadas para a
presença de sequência genética da maioria das espécies
do gênero Hepatozoon utilizando-se os iniciadores ou
“primers” HEPF (“foward”) e HEPR (“reverse”) conforme
descrito por Inokuma et al. (2002), os quais permitem a
amplificação de um fragmento do gene 18S RNAr, originando
um produto de aproximadamente 625 pares de base (pb).

Para confirmação da validade dos resultados da PCR foi
utilizada uma amostra de DNA genômico obtido de um cão
naturalmente infectado por H. canis.

Estimativas de ocorrência foram calculadas para os animais
testados para a presença de Hepatozoon spp.

Uma amostra positiva para Hepatozoon spp., a partir dos
iniciadores HEPF e HEPR, foi purificada com o Kit PureLink™
PCR Purification Kit (Invitrogen®), de acordo com as
instruções do fabricante, para sequenciamento. O
sequenciamento dos produtos amplificados a partir de
sangue total de cão foi realizado no sentido sense e
antisense direções, com concentração de DNA inicial de 20-
40ng, combinados com o par de primers (Foward e Reverse)
utilizados na reação de amplificação. O sequenciamento foi
realizado na plataforma de sequenciamento da Embrapa,
CENARGEN, Brasília, Brasil.
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As sequências obtidas a partir do produto de 625pb foram
editadas no programa BIOEDIT® 5.0.9., para obtenção de
sequência consensual que foi cadastrada no Gene Bank,
com número de acesso (GQ176285).

Resultados e discussão

Dos 88 cães testados do município de Piraí, dois foram
positivos para Hepatozoon spp. na PCR, havendo
concordância com a avaliação morfológica em esfregaços
sanguíneos, onde apenas dois animais foram também
positivos. Dentre os dois animais positivos por PCR, um foi
selecionado para sequenciamento.

A sequência consensual de nucleotídeos do produto de
625pb da PCR do presente trabalho (GQ176285), excluindo
as regiões dos iniciadores, foi utilizada para a pesquisa de
sequências homólogas no Genbank. O isolado de Piraí
demonstrou alta similaridade (99%) com Hepatozoon canis
descrito em cães de São Paulo, (FJ743476), Porto Alegre
(EU571737), Brasil (FJ943578), Recife (FJ943578), Croácia
(FJ497021) e Japão (AF418558).  Estudos de caracterização
filogenética das amostras brasileiras (Paludo et al., 2005;
Rubini et al., 2005; Forlano et al., 2007; Rubini et al., 2008)
têm observado, assim como no presente trabalho, a
ocorrência de H. canis no Brasil.

Os cães positivos do presente estudo também estavam
positivos na avaliação morfológica dos esfregaços
sanguíneos, com parasitemia menor que 1%. Animais com
baixa parasitemia por Hepatozoon spp.  parecem não
apresentar alterações clínicas, e esse quadro se inverte com
o aumento da parasitemia (Baneth e Weigler, 1997; Karagenc
et al., 2006). Por outro lado, H. canis vem sendo considerado
um parasita de baixa patogenicidade (McCully et al., 1975),
uma vez que mesmo quando os gamontes são encontrados
em esfregaços sanguíneos, os diversos sinais clínicos vêm
sendo atribuídos a infecções associadas a outros patógenos
mais potentes, como Babesia canis, Ehrlichia canis e
Leishmania sp. (Rioux et al., 1964; Ogunkoya et al., 1981;
Gossett et al., 1985; Kontos e Koutinas, 1997). Infecções por
hemoparasitas sem sintomatologia sugerem maior
adaptação parasita hospedeiro. Além disso, a infecção nem
sempre determina desenvolvimento de doença nos indivíduos.

A ocorrência de Hepatozoon spp. por meio da PCR em Piraí
foi de 2,2%, diferente das altas prevalências observadas por
Massard (1979), (31,58%) e O’Dwyer et al. (2001) (39,2%)
em áreas rurais do Rio de Janeiro. Estudos anteriores em
Piraí (O’Dwyer et al., 2001) demonstraram 59,4% de cães
naturalmente infectados. É importante ressaltar que, no
presente trabalho, foram avaliados cães provenientes de área
periurbana de Piraí, fato este que pode justificar a baixa
ocorrência do parasita, uma vez que aqueles autores
pesquisaram áreas rurais. Por outro lado, no estado do
Espírito Santo não houve diferença significativa entre a
ocorrência de Hepatozoon spp. em áreas rurais ou urbanas
(Spolidorio et al., 2009). Em outras regiões do Brasil a
ocorrência deste hemoparasita foi variável, sendo
encontrada 58,7% no Espírito Santo (Spolidorio et al., 2009),

4,48% e 8,3% em regiões urbanas do estado do Rio de
Janeiro (Massard, 1979; Sá et al., 2007), 5,9% em áreas
urbanas do estado São Paulo (O’Dwyer et al., 2004) e 11,4%
(Rubini et al., 2008) em áreas rurais do mesmo Estado. Esta
variação tem sido descrita na literatura mundial (Ezekoli et
al., 1983; Rajamanickam et al., 1985; Oyamada et al., 2005;
Rubini et al., 2005; Karagenc et al., 2006; Yabsley et al., 2007;
Sasaki et al., 2008).

Quanto aos carrapatos, 13,7% dos cães estavam infestados.
Baixas taxas de infestação por carrapatos (24%) em cães de
áreas rurais de São Paulo também foram reportadas (Rubini
et al., 2008). Os resultados obtidos no presente estudo
provavelmente refletem o hábito de banhar os animais antes
de levá-los à vacinação, o que deve ter ocorrido na campanha
de vacinação de Piraí.

Após a classificação sistemática, observou-se que todos os
12 carrapatos infestando cães de Piraí pertenciam à espécie
Rhipicephalus sanguineus. Este ixodídeo é comumente
encontrado no ambiente urbano (Labruna e Campos Pereira,
2001), sendo menos abundante em áreas rurais (Szabó et
al., 2001). Cães de áreas rurais, com movimentação livre,
são infestados principalmente por espécies do gênero
Amblyomma (Massard, 1979; Labruna e Campos Pereira,
2001; O‘Dwyer et al., 2001), diferente do que foi encontrado
no presente estudo. O local de coleta das amostras tratava-
se de região periurbana de Piraí, já com desmatamento e
urbanização, fato este que pode ter favorecido o aparecimento
somente de R. sanguineus. Entretanto, não se pode descartar
a possibilidade de infestações anteriores por outros gêneros
de carrapatos.

A confirmação dos prováveis vetores da hepatozoonose canina
no Brasil tem sido um tema controverso (Spolidorio et al., 2009).
Amblyomma ovale foi caracterizado como vetor em infecção
experimental no Rio de Janeiro (Forlano et al., 2005; Forlano
et al., 2007). Por outro lado, alguns estudos demonstraram
cães infectados por H. canis infestados por Amblyomma spp.
e R. sanguineus (O‘Dwyer et al., 2001; Rubini et al., 2008) e o
carrapato Rhipicephalus sanguineus foi considerado o
principal vetor no mundo, com infecção experimental
demonstrada (Baneth et al, 2001). Possivelmente, tanto R.
sanguineus como algumas espécies de Amblyomma têm
um importante papel na transmissão de H. canis no Brasil
(Spolidoro et al., 2009). Os dois animais positivos para H.
canis de Piraí estavam infestados por R. sanguineus.

Conclusões

Hepatozoon canis está presente na população canina da
região periurbana do município de Piraí, vale do Rio Paraíba
do Sul, Rio de Janeiro.

Os cães de Piraí apresentaram baixa frequência de infecção
por H. canis, quando comparados a pesquisas anteriores
no mesmo município.

Como o carrapato R. sanguineus foi a única espécie
detectada, é provável que este atue como vetor de Hepatozoon
spp. em cães na região.
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