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Ocorréncia de Hepatozoon sp. em caninos naturalmente infectados
no municipio de Pirai, Rio de Janeiro, Brasil

Occurrence of Hepatozoon spp. in naturally infected dogs
from Pirai, Rio de Janeiro, Brazil

Ananda Miller Pereira,* Aloysio de Mello Figueiredo Cerqueira,** Pedro Bittencourt Velho,* Alexandre Garcia de Sa***,
Renata Fernandes Ferreira,* Daniel de Barros Macieira,* Namir Santos Moreira,* Camila Nunes Fonseca,*
Marcia de Souza Xavier,* Suzana Gomes Leite,* Renata Rezende Guedes Correia de Oliveira,* Nadia Regina Pereira Almosny*

Resumo

Hepatozoon canis tem sido descrito em cédes de varias regides do Brasil sendo mais relatado em areas rurais. O objetivo
deste trabalho foi determinar a ocorréncia de infec¢do por Hepatozoon spp. através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), em cées de regido periurbana da cidade de Pirai, RJ. Em setembro/2006, foram coletadas amostras de sangue de
88 cées da cidade, situada no vale do rio Paraiba do Sul. A PCR foi utilizada para a deteccdo de Hepatozoon spp. (gene
18SRNAr) através de um par de iniciadores género-especificos. Duas amostras apresentaram resultado PCR-positivo
(2,2%), havendo concordancia com a avaliacdo morfolégica em esfregagos sanguineos. A amostra de Pirai demonstrou alta
similaridade (99%) com Hepatozoon canis. Os caes de Pirai apresentaram baixa frequéncia de infeccao por H. canis,
quando comparados a pesquisas anteriores na mesma regiao.
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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 Pirai, situated in Paraiba 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 Pirai’s isolate had high similarity (99%) to Hepatozoon canis. Low rates of Hepatozoon
sp. infection were observed on dogs from Pirai.

Keywords: Hepatozoon spp., dogs, PCR, diagnosis.

Introducéo

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

No cédo a doenga 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
paises (Baneth et al., 2000), tendo sido recentemente descrito
infectando cdes nos EUA (Allen et al., 2008). H. canis é mais
adaptado ao cdo. Hepatozoon americanum pode ser
considerado um parasita emergente com alta viruléncia e que

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

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

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

A infeccdo por H. canis ocorre em regides de clima tropical,
subtropical e temperado, sendo sua distribuicdo diretamente
relacionada com a presenca do vetor artropode. No Brasil, a
infeccdo por Hepatozoon sp. parece ocorrer mais
frequentemente em cées de areas rurais (31,58%), do que
em caes de areas urbanas (4,48%) (Massard, 1979). Céaes
de areas rurais tém acesso livre a florestas e outros
ambientes, onde diferentes espécies de animais silvestres
e domésticos estdo presentes. Nestas condi¢des, os caes
podem ser infestados por diferentes espécies de carrapatos
e diferentes agentes (Labruna e Campos Pereira, 2001).

H. canis foi encontrado em cées sadios na Africa (Ezekoli et
al., 1983), Japéo (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 alterag@es cli-
nicas parecem estar relacionadas com a presenca de
infec¢cBes concomitantes (Murata et al., 1991; Harmelin et
al., 1992), imunossupressao (Gosset et al., 1985) e grau de
parasitismo (Baneth e Weigler, 1997). Os sinais clinicos da
hepatozoonose parecem ser pouco especificos (O'Dwyer e
Massard, 2001).

O diagnoéstico de infec¢cdo por H. canis realizado
rotineiramente é por meio de avaliagcdo morfolégica de
neutréfilos e mondcitos a procura de gamontes em esfregaco
de sangue periférico corado por método Giemsa (lbrahim et
al., 1989; Baneth et al., 1996; Baneth e Weigler, 1997). Existem
ainda, testes soroldgicos como a imunofluorescéncia indireta
(Shkap et al., 1994) e o ELISA (Gonen et al., 2004). A técnica
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pode ser utilizada
tanto no diagnéstico da hepatozoonose como em estudos
epidemioloégicos (Eiras et al., 2007), tendo como principais
vantagens sensibilidade e a especificidade para a detecgéo
de patdégenos no sangue e em artrépodes vetores (Inokuma
et al., 2002; Rubini et al., 2005; Karagenc et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi determinar a ocorréncia de
infeccdo por Hepatozoon spp. através da PCR em cées de
Pirai, RJ.

Material e métodos

Foram utilizados 88 cées, correspondentes a aproxima-
damente 2,79% da populagdo canina da cidade de Pirai. A
populacdo canina foi estimada de acordo com a Organizagao
Mundial de Saulde (World Health Organization, 1990), que
estabelece uma proporgéo de 1 cdo para cada 7 habitantes
em paises emergentes. A populagdo humana da regido de
Pirai, segundo o IBGE no ano de 2000, era de 22.118
habitantes; assim, estimou-se o valor de aproximadamente
3.160 cédes na regido. Os caes do presente estudo foram
escolhidos aleatoriamente, independentemente de idade,
sexo, raca ou condicdo corporal durante a Campanha de
Vacinagdo Antirrabica no municipio de Pirai (22° 27' 58" S,
43° 49' 40" W), RJ, durante o més de setembro de 2006. O
posto de vacinacgao escolhido atendeu animais pertencentes
a populacéo de area periurbana. As amostras foram obtidas
ap6s consentimento, por escrito, do proprietario.
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Foram coletadas amostras de sangue e, dos animais
infestados, amostras de carrapatos. O sangue foi coletado
por meio de venopuncéo cefélica e acondicionado em tubos
contendo anticoagulante (EDTA). Foram realizados esfregacos
sanguineos imediatamente apo6s a coleta. Foi realizada
pesquisa de Hepatozoon spp. por avaliagdo morfologica de
esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa (Merck®). Em
12 cédes observou-se infestacdo por carrapatos e estes
artropodes foram coletados para posterior classificagcao
sistematica na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

As amostras de sangue foram transportadas sob refrigeracao
(4°C) para o Laboratério de Bactérias Enteropatogénicas e
Microbiologia de Alimentos, no Instituto Biomédico da
Universidade Federal Fluminense, onde foram congeladas
em freezer -20°C até posterior extragao/purificagdo do DNA.

As amostras de sangue total tiveram seu DNA extraido
utilizando-se o GFX™ Genomic Blood Purification Kit
(Amersham Biosciences, Piscataway, EUA) de acordo com
as instrugdes do fabricante. Foi escolhido o método direto,
utilizando 100 pL de sangue total, sendo o DNA obtido eluido
em 100 pL de agua “UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled
Water” (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, EUA). O DNA extraido foi
armazenado a -20°C até o momento da sua utilizagao para a
PCR. Com o objetivo de se verificar a possibilidade de
contaminacao durante a extracdo do DNA genémico, na tltima
amostra extraida, em cada dia, o sangue total era substituido
por agua “UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water”
(Gibco/Invitrogen, Carlsbad, EUA).

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

Para confirmagdo da validade dos resultados da PCR foi
utilizada uma amostra de DNA gendmico obtido de um céo
naturalmente infectado por H. canis.

Estimativas de ocorréncia foram calculadas para os animais
testados para a presenca 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
instru¢cbes do fabricante, para sequenciamento. O
sequenciamento dos produtos amplificados a partir de
sangue total de céo foi realizado no sentido sense e
antisense dire¢Bes, com concentragdo de DNA inicial de 20-
40ng, combinados com o par de primers (Foward e Reverse)
utilizados na reacdo de amplificagdo. O sequenciamento foi
realizado na plataforma de sequenciamento da Embrapa,
CENARGEN, Brasilia, Brasil.



As sequéncias obtidas a partir do produto de 625pb foram
editadas no programa BIOEDIT® 5.0.9., para obtencgdo de
sequéncia consensual que foi cadastrada no Gene Bank,
com numero de acesso (GQ176285).

Resultados e discussao

Dos 88 céaes testados do municipio de Pirai, dois foram
positivos para Hepatozoon spp. na PCR, havendo
concordancia com a avaliagdo morfoldgica em esfregacos
sanguineos, onde apenas dois animais foram também
positivos. Dentre os dois animais positivos por PCR, um foi
selecionado para sequenciamento.

A sequéncia consensual de nucleotideos do produto de
625pb da PCR do presente trabalho (GQ176285), excluindo
as regifes dos iniciadores, foi utilizada para a pesquisa de
sequéncias homélogas no Genbank. O isolado de Pirai
demonstrou alta similaridade (99%) com Hepatozoon canis
descrito em cdes de S&o Paulo, (FJ743476), Porto Alegre
(EU571737), Brasil (FJ943578), Recife (FJ943578), Croacia
(FJ497021) e Japédo (AF418558). Estudos de caracterizagédo
filogenética das amostras brasileiras (Paludo et al., 2005;
Rubini et al., 2005; Forlano et al., 2007; Rubini et al., 2008)
tém observado, assim como no presente trabalho, a
ocorréncia de H. canis no Brasil.

Os caes positivos do presente estudo também estavam
positivos na avaliagdo morfolégica dos esfregacos
sanguineos, com parasitemia menor que 1%. Animais com
baixa parasitemia por Hepatozoon spp. parecem nao
apresentar alteragoes clinicas, e esse quadro se inverte com
0 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 sdo encontrados
em esfregagos sanguineos, os diversos sinais clinicos vém
sendo atribuidos a infecgbes associadas a outros patdgenos
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). Infec¢Bes por
hemoparasitas sem sintomatologia sugerem maior
adaptacdo parasita hospedeiro. Além disso, a infeccdo nem
sempre determina desenvolvimento de doenga nos individuos.

A ocorréncia de Hepatozoon spp. por meio da PCR em Pirai
foi de 2,2%, diferente das altas prevaléncias observadas por
Massard (1979), (31,58%) e O’Dwyer et al. (2001) (39,2%)
em areas rurais do Rio de Janeiro. Estudos anteriores em
Pirai (O’'Dwyer et al., 2001) demonstraram 59,4% de caes
naturalmente infectados. E importante ressaltar que, no
presente trabalho, foram avaliados cées provenientes de area
periurbana de Pirai, fato este que pode justificar a baixa
ocorréncia do parasita, uma vez que aqueles autores
pesquisaram areas rurais. Por outro lado, no estado do
Espirito Santo ndo houve diferenca significativa entre a
ocorréncia de Hepatozoon spp. em areas rurais ou urbanas
(Spolidorio et al., 2009). Em outras regidées do Brasil a
ocorréncia deste hemoparasita foi variavel, sendo
encontrada 58,7% no Espirito Santo (Spolidorio et al., 2009),
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4,48% e 8,3% em regides urbanas do estado do Rio de
Janeiro (Massard, 1979; Sa et al., 2007), 5,9% em areas
urbanas do estado Sdo Paulo (O’'Dwyer et al., 2004) e 11,4%
(Rubini et al., 2008) em areas rurais do mesmo Estado. Esta
variagdo 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 cdes estavam infestados.
Baixas taxas de infestagdo por carrapatos (24%) em cées de
areas rurais de Sao Paulo também foram reportadas (Rubini
et al., 2008). Os resultados obtidos no presente estudo
provavelmente refletem o habito de banhar os animais antes
de leva-los a vacinagéo, o que deve ter ocorrido na campanha
de vacinagao de Pirai.

ApoOs a classificagdo sistematica, observou-se que todos 0s
12 carrapatos infestando cdes de Pirai pertenciam a espécie
Rhipicephalus sanguineus. Este ixodideo é comumente
encontrado no ambiente urbano (Labruna e Campos Pereira,
2001), sendo menos abundante em areas rurais (Szab6 et
al., 2001). Cées de areas rurais, com movimentacgao livre,
sao infestados principalmente por espécies do género
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 regido periurbana de Pirai, ja com desmatamento e
urbanizacao, fato este que pode ter favorecido o aparecimento
somente de R. sanguineus. Entretanto, n&o se pode descartar
a possibilidade de infestacdes anteriores por outros géneros
de carrapatos.

A confirmagao dos provaveis vetores da hepatozoonose canina
no Brasil tem sido um tema controverso (Spolidorio et al., 2009).
Amblyomma ovale foi caracterizado como vetor em infecgao
experimental no Rio de Janeiro (Forlano et al., 2005; Forlano
et al., 2007). Por outro lado, alguns estudos demonstraram
cdes 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 infecgcdo experimental
demonstrada (Baneth et al, 2001). Possivelmente, tanto R.
sanguineus como algumas espécies de Amblyomma tém
um importante papel na transmissdo de H. canis no Brasil
(Spolidoro et al., 2009). Os dois animais positivos para H.
canis de Pirai estavam infestados por R. sanguineus.

Conclusdes

Hepatozoon canis esta presente na populacdo canina da
regido periurbana do municipio de Pirai, vale do Rio Paraiba
do Sul, Rio de Janeiro.

Os céaes de Pirai apresentaram baixa frequéncia de infec¢éo
por H. canis, quando comparados a pesquisas anteriores
no mesmo municipio.

Como o carrapato R. sanguineus foi a Unica espécie
detectada, é provavel que este atue como vetor de Hepatozoon
spp. em cédes na regido.
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