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RESUMO GERAL

Nos géneros Babesia, Ehrlichia e Hepatozoon sdo posicionadas as espécies de
parasitos responsaveis pela babesiose, ehrlichiose e hepatozoonose
respectivamente. Estes microrganismos tém em comum o fato de serem transmitidos
por carrapatos vetores e causarem nos caes infectados sinais gerais como febre,
anemia e ictericia acompanhados de infeccdes intracelulares. No estado de Goias
nao haviam trabalhos com abordagem filogenética relativos a estes hemoparasitos.
O objetivo geral do presente trabalho foi realizar analise molecular de isolados de
Babesia, Ehrlichia e Hepatozoon obtidos de caes sintomaticos na cidade de Goiania,
Estado de Goias, verificando assim qual a espécie e subespécie envolvida nas
infeccbes. Para isto, foi realizado extracdo de DNA das amostras, seguido da
realizacdo de PCR com oligonucleotideos genéricos. Apos a PCR obteve-se
fragmentos da regido do 18S rRNA para as amostras de Babesia e Hepatozoon e do
16S rRNA para a pesquisa de espécies do género Ehrlichia. Os produtos de PCR
obtidos foram purificados e utilizados para o sequenciamento. Foram seqienciadas
35 amostras de Babesia spp. e destas 17 foram utilizadas para os estudos
filogenéticos. Duas amostras de Hepatozoon spp. foram sequenciadas e 17 amostras
de Ehrlichia spp sendo que apenas cinco foram utilizadas para as analises. As
analises de identidade realizadas com as amostras sequenciadas permitiram a
identificagdo de B. canis vogeli, Hepatozoon canis e Ehrlichia canis. Quando
confrontadas com as espécies e subespécies de referéncia de outras regides do
Brasil e do mundo apresentaram estreita similaridade molecular, o que demonstra a
baixa variabilidade entre as diferentes amostras de diferentes regides geograficas.
Pela analise feita utilizando-se o programa MEGA4 e subsequente construgcao de
arvores filogenéticas as amostras deste estudo formaram grupos préprios sempre em
associacdo com as amostras de referéncia para as respectivas espécies. Dessa
forma foi possivel concluir que as amostras de B. c. vogeli, H. canis e E. canis
provenientes de caes da cidade de Goiania-GO apresentam estreita similaridade
com isolados de outras regides do mundo.

Palavras chave: babesiose, hemoparasitos, ehrlichiose, filogenia, hepatozoonose,
PCR.
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CAPITULO 1

CONSIDERAGOES GERAIS

As hemoparasitoses de caes compdem um grupo de enfermidades de
grande importancia na Medicina Veterinaria, atingindo animais de diferentes
regides do mundo. Seus vetores, os carrapatos, tém maior prevaléncia nas
regides de clima tropical e subtropical. Na regido Centro-Oeste do Brasil sdo
abundantes, o que favorece a ocorréncia de altas taxas de incidéncia dessas
enfermidades e condiciona o carater endémico das mesmas na regiao (LOULY,
2007; LESCHNIK et al., 2008).

Em todo o mundo os cdes domésticos sdo acometidos por
hemoparasitos, dentre eles os protozoarios Babesia canis, Babesia gibsoni,
Theileria annae, e Hepatozoon canis, e as rickettssias Ehrlichia canis, Ehrlichia
ewingii, Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma platys, Anaplasma phagocitophilum,
Neorickettsia sennetsu e Neorickettsia risticii (GREENE, 2006).

No Brasil, os hemoparasitos com maior casuistica sdo B. canis, E. canis
e H. canis, os quais sao transmitidos por carrapatos, sendo responsaveis por
doengas caracterizadas por febre, anemia e inapeténcia (RUBINI et al., 2009;
SANTOS et al., 2009).

A B. canis e a B. gibsoni sédo as espécies mundialmente mais
prevalentes em casos naturais de babesiose canina. De acordo com HOSKINS
(1991) B. canis € um parasito do grupo das “grandes babesias”, sendo encontrada
sob as formas de merozoitos e trofozoitos, ou ainda assumindo formas
indiferenciadas que correspondem as diferentes fases do processo de divisdo
binaria. Os merozoitos da B. canis, medem em torno de 2,4um x 5,0um quando
observados microscopicamente e se apresentam aos pares, de um a oito, no
interior das hemacias. B. gibsoni € um parasito pequeno, com tamanho de 1,0um
x 3,2um, normalmente encontrado em formas isoladas no interior das hemacias.

A primeira descri¢ao relativa a babesiose foi feita por Victor Babes, na
Romeénia, no final do século XIX, quando observou microrganismos no sangue de
bovinos importados da Africa, que apresentavam hemoglobindria e febre alta. O

organismo observado foi denominado Haematococus bovis. No ano de 1893,



Starcovicci reavaliou o parasito, denominando-o Babesia bovis em homenagem a
Babes (KUTTLER, 1988).

Neste mesmo ano, os pesquisadores Smith & Kilborne estudando o
agente da Febre do Texas, na América do Norte, diagnosticaram um agente
semelhante ao descrito por Babes, que posteriormente foi denominado Babesia
bigemina. Estes pesquisadores, pela primeira vez, estabeleceram a relagdo de
transmissao de um protozoario por carrapato, na ocasido, o Rhipicephalus
(Boophilus) annulatus. Assim, sucessivamente, foram descritas B. bovis, B.
bigemina, B. gibsoni, Babesia divergens, Babesia major, Babesia felis, Babesia
ovata, Babesia canis, entre outras (UILENBERG, 2006).

As babesioses tém importdncia mundialmente reconhecida, ora por
prejuizos econdmicos nas criagcdes de animais de produgdo, ora por causar
problemas de saude a animais de companhia, e, em determinadas situagdes,
afetar também o homem. O maior nimero de casos registrados de babesiose em
humanos se deve a B. microti ocorrendo na América do Norte e B. divergens com
maior frequéncia na Europa (KRAUSE et al., 2003).

E. canis, agente da Ehrlichiose Monocitica Canina, € uma bactéria
Gram-negativa que normalmente infecta as células mononucleares sanguineas,
principalmente mondécitos e linfécitos de caes, gatos e homem (DUMLER, et al.,
2007). Sao caracterizados como organismos pequenos, pleomdérficos, cocdides
ou elipsoidais que ocorrem intracitoplasmaticamente de forma isolada ou
formando uma inclusdo compacta (moérula) em leucécitos circulantes dos
hospedeiros vertebrados. As moérulas geralmente apresentam numerosos
organismos individuais (KRIEG & HOLT, 1984).

A primeira descricdo de do género Ehrlichia foi feita em caes infestados
por carrapatos na Argélia, no ano de 1935, por Donatien & Lestoquard. A espécie
observada foi denominada Riquettsia canis, porém em 1945 o parasito foi
renomeado como Ehrlichia canis. Dentro do mesmo género foram observadas
posteriormente as espécies: Ehrlichia bovis, Ehrlichia ovina, Ehrlichia
phagocithophila, Ehrlichia sennetsu, Ehrlichia equi, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia
ondiri, Ehrlichia platys, Ehrlichia risticii, E. chaffeensis e Ehrlichia muris (GREENE,
2006). A ehrlichiose por E. canis ganhou notoriedade no periodo da guerra do

Vietnam (1968-1970) quando grande numero de caes foi acometido pelo parasito



adoecendo com sinais hemorragicos severos, resultando em altos indices de
letalidade e mortalidade (RISTIC & HOLLAND, 1993).

Esta enfermidade tem grande importancia na clinica de pequenos
animais e saude publica, ja que é responsavel por um grande numero de casos
de morbidade e obitos de cées, sendo capaz também de acometer seres
humanos (GREENE, 2006). As espécies responsaveis pela enfermidade em seres
humanos sao: A. phagocytophilum, E. chaffeensis, E. ewingii, E. canis, e N.
sennetsu. No entanto DUMLER et al., (2007) considera que apenas as trés
primeiras espécies citadas sao suficientemente investigadas. No Brasil os
primeiros casos de ehrlichiose humana foram registrados por CALIC et al. (2004)
e COSTA et al. (2007) com diagndstico soroldgico positivo para E.chaffensis em
individuos com sintomas sugestivos de ehrlichiose no estado de Minas Gerais.

Com relagao ao género Hepatozoon duas espécies sao conhecidas
como causadoras de doenca nos caes o Hepatozoon canis e o Hepatozoon
americanum. Estes agentes apresentam duas fases de desenvolvimento, uma na
corrente sanguinea e outra nos tecidos do hospedeiro vertebrado. Na fase
sanguinea €& possivel observar os gametocitos que possuem forma elipséide e
medem aproximadamente 11x4um, sao envolvidos em uma membrana bem fina e
geralmente se situam no centro do neutréfilo, comprimindo seu nucleo lobulado
contra a membrana celular. A andlise morfolégica ndo possibilita a diferenciagéao
entre as espécies (WANER et al., 1994).

Na fase tecidual o primeiro ciclo esquizogbnico do H. canis ocorre na
parede intestinal dos caes. Dois tipos de merontes sdo formados, um contendo
macromerozoitos que dao origem a novas formas esquizogbnicas, e outro,
contendo micromerozoitos, que originam o0s gametdcitos circulantes apos
penetrarem nos leucoécitos. Os merontes maduros possuem de dois a quatro
grandes macromerozoitos ou mais de 20 micromerozoitos. Em infecgdes por H.
canis 0os merontes sdo mais observados em o6rgaos parenquimatosos, sendo
raramente encontrados na musculatura. Ja nas infecgbes por H. americanum, 0s
merontes sao principalmente encontrados nos musculos (MASSARD, 1979,
BANETH et al., 2003).

A primeira espécie de Hepatozoon foi observada em 1905 por Bentley

na india ao examinar células polimorfonucleares de cdes seguida da descricdo de



James no mesmo ano. A designagao do nome Hepatozoon canis foi estabelecida
por Wenyon em 1910 (GREENE, 2006).

A hepatozoonose acomete caes e varias outras espécies de animais em
varias regides do mundo, tendo sido descrita na Asia, Africa, sul da Europa, e
Américas do Norte e Sul (EWING ET AL., 2000, SPOLIDORIO et al., 2009).
Estudos epidemiolégicos no Brasil tém demonstrado taxas variadas de
prevaléncia em caes de varios estados, incluindo Rio de Janeiro, Espirito Santo,
Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo (MASSARD, 1979; MUNDIN et al.,
1992; O'DWYER et al., 2001; RUBINI et al., 2005).

O diagnéstico clinico das hemoparasitoses € quase sempre inconclusivo
quanto a doenga especifica uma vez que os caes parasitados apresentam sinais
gerais como febre, anemia, inapeténcia e prostragcao geralmente associados a
presenca de carrapatos fixados nos animais parasitados.

O diagnéstico laboratorial das hemoparasitoses pode ser realizado por
exames diretos e indiretos. O método direto € o mais utilizado na rotina
diagndstica e baseia-se na observagcdo microscopica do parasito em esfregago
sanguineo do animal em lamina devidamente fixada e corada com preparag¢des
tinturiais com base Romanovsky, como o Giemsa, Wright, Leishman, Rosenfeld
ou Pandtico (KEER, 2003). Os métodos indiretos baseiam-se principalmente em
exames soroldgicos para pesquisa de anticorpos.

O exame microscopico direto € o método convencional empregado para
deteccao destes parasitos nos animais, entretanto, nem sempre é conclusivo para
a diferenciacdo entre espécies ou subespécies morfologicamente semelhantes.
Além disso em infecgbes de fase crbnica onde a parasitemia é baixa, o exame
microscopico pode oferecer baixa sensibilidade. Assim sendo, a partir da década
de 1990, houve um incremento expressivo na adogado de técnicas de biologia
molecular para a detecg¢ao e identificagao precisa das espécies ou subespécies
de hemoparasitos, especialmente em condi¢cdes de baixa parasitemia ou em
situagdes onde a morfologia ndo é conclusiva (ZAHLER et al., 1998).

Entre as técnicas de biologia molecular a mais utilizada € a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Esta é uma técnica que apresenta especificidade e
sensibilidade elevadas, sendo capaz de detectar fragmentos-alvo do agente em

amostras de sangue ou em outro tipo de amostra clinica, estando ou n&o os



parasitos viaveis (LAUERMAN, 1998). A PCR é o método de diagndstico mais
apropriado para a confirmagéo do diagnostico de infecgdes na fase crbnica da
enfermidade. Além disso, € capaz de identificar o agente envolvido na infecgéo
por espécie ou mesmo de subespécie (MARTIN et al., 2005).

Os avangos na utilizagcao das técnicas moleculares tém implicagdes
importantes em muitas areas da parasitologia, possibilitando maior
esclarecimento, identificacao precisa do parasito e novas abordagens no controle
do parasitismo. Estudos que proporcionam a caracterizagdo genética dos
microrganismos tém fornecido informagdes a respeito de taxonomia e filogenia
auxiliando nos estudos de ecologia, genética de populagdes e epidemiologia. As
técnicas moleculares dessa forma sao ferramentas que suprem as limitacées das
técnicas convencionais de diagnostico, identificacdo e diferenciagcdao de
microrganismos (GASSER, 2006).

Para o desenvolvimento de estudos sobre caracterizagdo genotipica de
microrganismos frequentemente €& utilizado o sequenciamento genético,
preferencialmente de genes que mantém alto grau de conservagao dentro do
género avaliado e que apresentem sequéncias de nucleotideos longas. Na
realizagdo de estudos evolutivos sobre Babesia e Hepatozoon tem sido
frequentemente utilizadas sequéncias do gene 18S rRNA e, nos parasitos do
género Ebhrlichia, o gene 16S rRNA (CARRET et al.,, 1999, ALLSOPP &
ALLSOPP, 2006).

DUMLER et al. (2001), com base em estudos genéticos envolvendo
genes de proteinas de superficie e genes de choque térmico groESL,
reorganizaram o género Ehrlichia. Na nova classificagdo as espécies E.
phagocitophila, E. platys e E. bovis passaram a pertencer ao género Anaplasma e
a serem denominadas Anaplasma phagocitophilum, A. platys e A. bovis,
respectivamente. As espécies E. ristici e E. sennetsu, que anteriormente
pertenciam ao género Ehrlichia, foram incluidas no género Neorickettsia. Esse
trabalho mostra a importancia dos métodos baseados em técnicas de biologia
molecular, identificagao e classificagdo taxondmica de microrganismos.

Outro exemplo sobre a aplicagdo de técnicas moleculares no estudo de
hemoparasitos € o estudo realizado por NEIMARK et al. (2001). Os autores, apos

o sequenciamento do gene 16S rRNA das espécies dos géneros



Haemobartonella e Eperythrozoon, realizaram analises das caracteristicas
morfoldgicas, que permitiram a reclassificagdo das mesmas pela remogao da
ordem Rickettsiales para a classe Mollicutes. Dessa forma, os microrganismos
foram renomeados como Mycoplasma haemocanis, Mycoplasma haemofelis,
Candidatus Mycoplasma haemominutum e Mycoplasma haemosuis.

Os estudos genéticos realizados com auxilio de técnicas moleculares
possibilitam ndo apenas a reclassificacdo de microrganismos como também o
desenvolvimento de novas técnicas de diagnéstico oferecendo ferramentas mais
seguras e de rapida execucgao. As informagdes obtidas podem ser utilizadas em
estudos de resisténcia a drogas, analise do metabolismo de microrganismos
patogénicos, variantes antigénicos, desenvolvimento de vacinas e ainda oferecem
respaldo ao confronto de informagdes de diferentes regides do mundo, validando
assim os estudos realizados (ALLSOPP & ALLSOPP, 2006; CARRET et al., 2009)

A realizagao de estudos dessa natureza é necessaria e importante para
gerar maior conhecimento cientifico sobre os hemoparasitos, podendo nao
apenas contribuir para o esclarecimento da epidemiologia das enfermidades por
eles causadas aos animais domésticos como também trazer informacdes que
possam elucidar os possiveis riscos relativos a saude animal e humana.

O objetivo geral do trabalho foi realizar estudo filogenético de isolados
de Babesia, Ehrlichia e Hepatozoon obtidos de cdes com sintomatologia

compativel com hemoparasitose canina na cidade de Goiania, Estado de Goias.
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Minas Gerais, 0 que aponta para a necessidade e a importancia do emprego de

métodos moleculares em estudos envolvendo este tema.

5.0 CONCLUSOES

1) Analises de similaridade molecular e testes espécie-especificos de
PCR identificaram a espécie E. canis entre diferentes amostras clinicas
provenientes de caes no municipio de Goiania.

2) A analise filogenética permitiu a conclusdo de que os isolados de E.
canis provenientes da cidade de Goiania — GO, apresentam estreita similaridade
com isolados de E. canis das demais regides do Brasil e outras regides do

mundo.
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CAPITULO 5

CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho é o primeiro estudo filogenético de Babesia, Ehrlichia e
Hepatozoon desenvolvido com amostras de origem canina no estado de Goias.
Possibilitou a identificacdo das espécies de parasitos presentes nos animais
atendidos no HV da UFG da escola de veterinaria durante o periodo de janeiro a
agosto de 2008 e a verificagdo de similaridade existente entre estas amostras e
cepas de outras regides do mundo.

Anteriormente, a identificacdo dos hemoparasitos era realizada
unicamente com base na morfologia, pela avaliagdo dos parametros e formas
intracelulares observadas nos esfregagos sanguineos de animais vertebrados
infectados. Este diagndstico, juntamente com a avaliagdo da especificidade do
hospedeiro (vertebrado e invertebrado), forneceu meios para a classificacao de
varias espécies e estes critérios foram os Unicos adotados até recentemente.

Ha pouco mais de 10 anos, os parametros de identificagao passaram a
ser reavaliados e dessa forma, além dos dados ja conhecidos, foram agregadas
informacdes moleculares que contribuiram para uma melhor compreensao da
filogenética dos hemoparasitos e a denominagdo de novas espécies, até o
momento desconhecidas. As ferramentas moleculares devem ser consideradas
como acessoérias a microscopia direta, pois sua fundamental importancia se da
pela capacidade em detectar e identificar precisamente as espécies e
subespécies de hemoparasitos, especialmente em condicdes de baixa
parasitemia ou em situagées onde a morfologia ndo é conclusiva.

No presente trabalho foram identificadas espécies de hemoparasitos que
coincidem com as espécies identificadas por outros trabalhos desenvolvidos no
Brasil. Na pesquisa dos agentes do género Babesia identificou-se a subespécie
B. canis vogeli. Na do género Hepatozoon a espécie H. canis e do género
Ehrlichia foi identificada a E. canis.

Com base em informacdes nas pesquisas relacionadas a hemoparasitos
desenvolvidas em diferentes regides do mundo entende-se que a relagéo

parasito-hospedeiro parece ser menos restrita do que se acreditava em estudos
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anteriores e que espécies de hemoparasitos podem causar infecgdes em
diferentes hospedeiros, sejam animais domésticos, silvestres ou seres humanos.

Os resultados aqui obtidos proporcionaram conhecimentos importantes
para o esclarecimento da etiologia e epidemiologia dos agentes da babesiose,
ehrlichiose e hepatozoonose canina ocorrentes em cdes da microrregido de
Goiadnia-GO. As informacdes obtidas servirdo de base para nortear novas
pesquisas cientificas voltadas a estudos epidemioldgicos, clinico-patoldgicos e
terapéuticos.

Considerando a ampla variedade de animais silvestres no Brasil que
podem servir como reservatorios para as riquétssias e prozoarios que determinam
a infeccdo em seres humanos, os estudos relativos a estes agentes tornam-se
importantes na saude publica.

Neste estudo ndo foram identificados agentes reconhecidos como
zoonoticos. Contudo, o desenvolvimento do trabalho propiciou a adogdo e
aplicacao de técnicas que podem agora ser utilizadas em futuras pesquisas com
este fim.

Conhecendo-se os reais agentes patogénicos e oferecendo informacgdes
genéticas a respeito dos mesmos € possivel classificar genes que propiciem a
infectividade do mesmo e criar métodos para silenciar genes que determinem sua
patogenicidade. Além disso, a disponibilidade de informagbes acerca das
hemoparasitoses na regido de Goiania pode ainda contribuir para o
esclarecimento dos reais agentes zoonéticos e possiveis riscos a saude humana
Nno municipio.

As informagbes obtidas neste trabalho inserem o Estado de Goias no
ambito da pesquisa filogenética mundial, ja que as sequéncias disponibilizadas no
banco de dados mundial, o GenBank, podem ser agora utilizadas por diferentes
pesquisadores em todo o mundo. Os dados gerados sao de grande importancia,
pois oferecem informagdes de isolados brasileiros que podem ser confrontados
com isolados de outras regides do Pais. Até recentemente ndo havia informacgdes
disponiveis de isolados brasileiros, sendo possivel a realizacdo de estudos
utilizando-se apenas isolados de outras regides do mundo. Entende-se que estas
informagdes podem nao ser suficientes, tanto pela grande extenséo territorial do

Estado, quanto pelo grande numero de animais suscetiveis aos patdégenos



67

avaliados, mas sdo fundamentais para gerar uma biblioteca de dados que
norteiem pesquisas futuras.

O trabalho colaborou para a disponibilizagdo e adog¢do de técnicas
moleculares para fins de pesquisa e extensao no &mbito da Escola de Veterinaria
da UFG, o que também possibilitara a transferéncia de tecnologia a alunos da
Universidade e parceiros de outras instituicoes.

A execucgao do projeto contribuiu ainda para o treinamento e capacitagéo
na técnica de sequenciamento de amostras de DNA, técnica esta que tem
possibilitado avangos importantes no conhecimento cientifico sobre a natureza
dos microrganismos. Além disso, foi possivel obter informacbées acerca da
construcado de arvores filogenéticas, interpretacdo e processamento dos dados
fornecidos pelo sequenciador automatico, aspecto fundamental, uma vez que o
processamento destes dados € o grande entrave no desenvolvimento de estudos
com esta finalidade.

Acredita-se que novos estudos se fagcam necessarios, considerando-se a
importancia de serem coletados dados sobre um numero cada vez maior de
isolados e a disponibilizagdo de informacgdes de diferentes regides do Brasil. Da
mesma forma trabalhos associando transmissdo experimental e biologia
molecular sdo fundamentais no sentido de se obter informacdes a respeito das

espécies e possiveis genogrupos ocorrentes no Brasil.





